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ANWEISUNGEN 
ZUR 
ABFASSUNG VON MANUSKRIPTEN 
FUR 
HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 
FUR PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


2. AUFLAGE, DEZEMBER 1961 


WALTER DE GRUYTER &CO., BERLIN 


A. ALLGEMEINE HINWEISE 


Die Zeitschrift bringt Experimentalarbeiten aus den Gebieten der Biochemie und 
physiologischen Chemie, rein theoretische Abhandlungen nur in seltenen Aus- 
nahmefillen. 

Vorausgesetzt wird, daB die Arbeiten noch nicht veréffentlicht sind, daB der Autor 
das Urheberrecht besitzt (dieses geht bei Annahme der Arbeit an den Verlag Walter 
de Gruyter iiber) und da8 der \orstand des Instituts bzw. Betriebes, in dem die 
Untersuchungen durchgefiihrt wurden, die Genehmigung zur Veréffentlichung 
erteilt hat. 

Mangelnde Sorgfalt in der Ausarbeitung der Manuskripte verzdégert die Ver- 
6ffentlichung. Arbeiten, die stark von den hier gegebenen Richtlinien abweichen, 
miissen dem Autor zur Umarbeitung und Neuschrift zuriickgereicht werden. 


B. MANUSKRIPTGESTALTUNG 


1. Die Manuskripte sollen in Maschinenschrift mit Zweizeilenabstand 
(auch FuBnoten und vorgesehener Kleindruck) und mit 4 cm breitem Rand 
einseitig auf fortlaufend numerierten Blattern (Format DIN A 4) geschrieben 
sein und im Original, nicht als Durchschlag oderPhotokopie, eingereicht werden. 
Formeln, Gleichungen und Symbole schreibe man so deutlich, daB sie auch fiir 
den Setzer ohne Schwierigkeit lesbar sind. Es wird gebeten, handschriftliche 
Zusatze und Korrekturen méglichst zu vermeiden. 

. Der Umfang der Arbeiten soll der Bedeutung der Ergebnisse angepaBt sein. 
Die Autoren werden gebeten, sich der kiirzesten Ausdrucksweise zu bedienen 
und Wiederholungen zu vermeiden. Vorlaufige Mitteilungen diirfen nicht 


mehr als 4 Seiten im Kleindruck betragen; sie werden bevorzugt bearbeitet 
und am Schlu8 des nachsterreichbaren Heftes gebracht. 


. Erwiderungen auf Arbeiten anderer Autoren bitten wir besonders kurz und 


sachlich abzufassen. Erérterungen polemischen Inhalts lassen sich haufig durch 
persénlichen Meinungsaustausch der Autoren untereinander vermeiden. 


. Beziiglich der Nomenklatur und der Abkirzungen halte man sich an die 


Empfehlungen der Biologisch-Chemischen Section der Nomenklaturkommission 
der Internationalen Union fiir Reine und Angewandte Chemie (IUPAC), der 
Enzymkommission der Internationalen Union fiir Biochemie (IUB)*, an die 
,,Richtsitze fiir die Benennung anorganischer Verbindungen‘* der IUPAC 
(Chem. Ber. 92, XLVII [1959]) und an Beilsteins Handbuch der organischen 
Chemie, 4. Auflage. Substanzen mit OH-Gruppen werden als Hydroxy-Ver- 
bindungen (nicht als Oxy-Verbindungen) bezeichnet. Besonders sei hinge- 
wiesen auf die Standard-Aktivitatseinheiten der Enzyme (Angaben in wMol 
bzw. wAquiv. Substratumsatz pro Min. unter definierten Bedingungen, t = 25°) 
sowie auf die Nomenklatur der Coenzyme und Enzyme*. 

Fir die Rechtschreibung ist ,,Jansen/Mackensen, Rechtschreibung der tech- 
nischen und chemischen Fremdwérter**“ maBgebend. Haufig vorkommende 
Abkirzungen sind auf S. Vff. dieser Anweisung zusammengestellt. 


. Bei der Abfassung der Manuskripte richte man sich in der auBeren Form und 


Gliederung nach vergleichbaren Beispielen friiher in dieser Zeitschrift er- 

schienener Beitrige. Man verfahre in dieser Reihenfolge: 

a) Titel der Arbeit, méglichst pragnant geformt | . : 

b) Autorennamen P \ in Normalschrift 

c) Name und Ort des Instituts bzw. Laboratoriums 

d) freie Zeile fiir das Eingangsdatum bei der Schriftleitung 

e) eigentlicher Text der Arbeit, und zwar zweckmaBig gegliedert in eine — 
ohne besondere Uberschrift versehene — Einleitung, die die Problemstellung 
enthialt, ,,Methodik’', ,,Ergebnisse“, ,,Diskussion‘*. Oft, vor allem bei Ar- 
beiten, bei denen das Schwergewicht auf chemischen Untersuchungen liegt, 
geniigt die besonders bewahrte Gliederung in einen allgemeinen und einen 
experimentellen Teil (,,Beschreibung der Versuche‘‘) 

f) kurze Zusammenfassung der Arbeit (auch bei Kurzmitteilungen) 

g) Name und Anschrift des federfiihrenden Autors. 


. Die Einleitung soll den Zweck der Untersuchungen und die Beziehungen zu 


anderen Arbeiten auf dem behandelten Gebiet angeben; ausfiihrliche Literatur- 
iibersichten sind aber zu vermeiden. Die angefiihrte Literatur ist besonders . 
sorgfaltig auszuwahlen; es wird erwartet, daB sie im Original eingesehen 
worden ist; andernfalls ist anzufiigen: ,,zit. nach...“*. Oft kann an Stelle 
von umfangreichen Wiederholungen auf friihere Literaturzusammenfassungen 
verwiesen werden. Die zitierte Literatur erscheint auf der gleichen Seite als 
FuBnote; deshalb ist haufig die Nennung der Autorennamen oder Sehremshion 
im Text iiberfliissig. 

Die kurze Vorwegnahme der Ergebnisse erleichtert dem Leser oft das Yer- 
standnis. 


. Der allgemeine Teil der Arbeit soll nur die kurze Begriindung und die 
Ergebnisse der Versuche enthalten. Diese werden meist durch Tabellen oder 


* Report of the Commission on Enzymes of the International Union of Bio- 


chemistry, I.U.B. Sympos. Series 20, Pergamon Press, Oxford 1961. 


** VDI-Verlag, Diisseldorf; Verlag Chemie, Weinheim/BergstraBe. 
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Abbildungen dargestellt. Es wird gebeten, deren Zahl auf das unbedingt er- 
forderliche MaB einzuschranken. Im Text ist die Aufzihlung der aus Tabellen 
und Abbildungen ersichtlichen Werte zu vermeiden. Oft kénnen die Ergebnisse 
durch Anwendung statistischer Methoden (Angabe von Mittelwert, Stan- 
dardabweichung und Zahl der Versuche) kiirzer und iibersichtlicher dargestellt 
werden. Bei physiologischen Reihenversuchen mu8 dargetan werden, da8 die 
Ergebnisse statistisch gesichert sind. Die Feststellung eines signifikanten Unter- 
schiedes zwischen den Mittelwerten zweier Versuchsgruppen ist durch Angabe 
der Wahrscheinlichkeit p zu erganzen. 

Nur in seltenen Ausnahmefallen, wenn besondere Griinde dafiir vorliegen, diirfen 
die gleichen Daten sowohl in Tabellen- als auch in Kurvenform dargestellt 
werden. Tabellen und Abbildungen sind mit Legenden zu versehen, so daB die 
Ergebnisse auch ohne Zuhilfenahme des Textes ersichtlich werden. Es wird 
gebeten, die Legenden nicht zu unterstreichen und die Abbildungslegenden 
nicht auf die Abbildungen selbst zu schreiben, sondern an der gewiinschten 
Stelle in den Text einzufiigen. Alle MaBeinheiten miissen klar angegeben sein. 
Zur Vermeidung groBer Stellenzahlen kénnen die Werte mit Potenzen von 10 
multipliziert werden. Dabei mu8 der darzustellenden GréBe die Potenz von 10 
vorangestellt werden, mit welcher der Wert multipliziert wurde. Die Dimension, 
in der die GroBe ausgedriickt wird, darf nicht mit einer Potenz von 10 multi- 
pliziert werden. Beispiele: 

unter der Rubrik 10%c(Mol/l) bedeutet: = 2 oder = 2 x 10-®m; 

2 unter der Rubrik 10-*K bedeutet: 10-*K = 2 oder K = 2000; 

unter der Rubrik 10-2 (1/[S])(l/Mol) bedeutet: die reziproke Substrat- 
konzentration 1/[S] = 200 1/Mol (bei graphischen Darstellungen nach 
Lineweaver und Burk). 

Da die Abbildungen in der Regel fiir die Herstellung von Strichatzungen 
umgezeichnet werden, geniigt die Einreichung klarer, leicht lesbar beschrifteter 
Zeichnungen auf mm-Papier (MeBpunkte einzeichnen!). Sie miissen mindestens 
so groB sein, da sie auf !/, oder 1/, verkleinert werden kénnen. In besonderen 
Fallen (z. B. Chromatogramme oder Pherogramme, bei denen die relativen 
Intensitéten der Flecken wesentlich sind), kénnen Autotypien gebracht 
werden; es sind dann VergréBerungen der Photographien auf weiBem Hoch- 
glanzpapier ohne Eintragungen einzureichen. Letztere sind auf einer geson- 
derten Skizze zu machen. 

Infrarot- und Ultraviolett-Spektren sollen nur gebracht werden, wenn 
neue Beziehungen zwischen Molekiilbau und spektroskopischen Eigenschaften 
aufgezeigt werden oder wenn es sich um besonders wichtige, erstmalig dar- 
gestellte Verbindungen handelt. Die Wiedergabe kann nicht erfolgen, wenn sie 
lediglich als Hilfsmittel zur Identifizierung oder Charakterisierung einer Ver- 
bindung dienen sollen; hier geniigt die Beschreibung der Lage der Maxima bzw. 
der Hauptbanden. Es ist empfehlenswert, die Maxima bei der Beschreibung der 
Verbindungen im Versuchteil auch dann anzugeben, wenn die Spektren ab- 
gebildet werden. 

Fiir die Wiedergabe der IR-Spektren bitten wir um Einreichung der Original- 
spektrogramme, die nach Erledigung wieder zuriickgegeben werden. 

. Wenn die Ergebnisse in einem gesonderten Abschnitt (,,Diskussion“) be- 
sprochen werden, so muB sich dieser auf das Wesentliche beschranken; die 
Diskussion soll nicht die Ergebnisse wiederholen. Unbegriindete Hypothesen 
sind zu vermeiden. 
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IV 


. Der experimentelle Teil wird bei Stoffwechseluntersuchungen (unter 
»»Methodik‘‘) besser vor. bei priiparativen, analytischen oder methodischen 
Arbeiten zweckmaBig nach dem allgemeinen Teil gebracht. Hier sollen die Vor- 
schriften in knappem aber nicht im Telegrammstil so wiedergegeben werden, 
da8 danach gearbeitet werden kann. Selbstverstandliche Einzelheiten allgemein 
bekannter Verfahren sind wegzulassen. 

Konzentrationsangaben miissen eindeutig sein: Es ist streng zu unter- 
scheiden, ob bei den Ansiitzen molare Konzentrationen (Mol/l = m, z. B. 0,25m, 
nicht m/4) oder zugesetzte Mengen (z. B. in Mol, mMol oder uMol) angegeben 
sind. Die Analysen bitten wir entsprechend folgendem Beispiel anzugeben: 

(507.2) Ber. C 22,68 H3,18 N31,81 P 18,32 

Gef. C 23,66 H3,20 N13,77 P 18,19 

Die fiir die einzelnen Elemente und Elementgruppen berechneten Werte sollen 
in der Regel auf zwei Dezimalen angegeben werden; bei den gefundenen Werten 
soll die vorletzte Stelle als sicher, die letzte angegebene Stelle als unsicher 
gelten. 
Ein- und Auswaagen bei Analysen werden nur in besonderen Fallen (bei 
wichtigen neuen Naturstoffen, bei wenig Substanz und neuen Analysen- 
Methoden) gebracht; bei mehreren Bestimmungsméglichkeiten wird zweck- 
maBigerweise das Verfahren angegeben (z. B. bei Methoxyl-Bestimmungen). 
Bei Tierversuchen sind im Interesse der Reproduzierbarkeit der Befunde 
genaue Angaben iiber das verwendete Tiermaterial notwendig: neben der Be- 
zeichnung des Tierstammes (Inzucht?) auch die Herkunft (Ziichter) und die 
Haltungsbedingungen. 


Danksagungen bringe man méglichst nicht als FuBnoten, sondern in einem 
besonderen Abschnitt am Schlu8 des allgemeinen Teils. 

Die Ubersetzung der Zusammenfassung l48t die Redaktion nur durch Fach- 
kollegen mit englischer Muttersprache vornehmen; sprachliche Korrekturen 
durch die Autoren sind deshalb nicht nétig. 

Die Literaturzitate sind als FuBnoten in der Reihenfolge der Zitierung fort- 
laufend numeriert zu bringen. Bei Fortsetzungen ist die vorangegangene Arbeit 
als FuBnote 1 zu zitieren. Mehrere gleichzeitig angefiihrte Zitate sind unter 
einer Nummer zusammenzufassen, sow2it nicht einzelne davon spater noch- 
mals zitiert werden. Die Autorennamen bringe man in Normalschrift und unter- 
strichen. Man verwende die im Chemischen Zentralblatt gebrauchlichen und 
in ,,Periodica Chimica“* zusammengestellten Zeitschriftenabkiirzungen. Die 


Abkiirzungen haufig zitierter Zeitschriften sind am SchluB dieser Anweisung . 


(S. VI ff.) aufgefiihrt. Zitate aus schwer zuganglichen Zeitschriften erginze man 
durch Zitierung der Referate im Chemischen Zentralblatt oder in den Chemical 
Abstracts. Beim Zitieren von Biichern sollen stets auch Name und Sitz des Ver- 
lages sowie das Erscheinungsjahr genannt werden. 

Beispiele: 

1 VI. Mitteil.: R. Schneider, diese Z. 294, 74 [1953]. 

2 §. Black u. N. G. Wright, Federation Proc. 15, 222 [1956]; J. biol. Chemistry 


221, 171 [1956]; S. Black u. G. R. Brown, ebenda 226, 15 [1957]. 


3H. G. Wood u. H. Gest in S. P. Colowick u. N .O. Kaplan, Methods in 
Enzymology, Bd. III, 8. 285, Academic Press, New York 1957. 


 # Verlag Chemie, GmbH, Weinheim/BergstraBe; Akademie-Verlag, Berlin. 
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Daten zu priifen. 


Die angefiihrte Literatur ist im endgiiltigen Manuskript an Hand des 
Originals auf sachliche Richtigkeit und Fehlerfreiheit der bibliographischen 


3. Zur Korrektur erhalt der Autor zwei Fahnen und das Manuskript. Die Ver- 
besserungen werden (nur in der Fahne, nicht im Manuskript) zweckmaBig 
nach den Korrekturvorschriften im Duden (Rechtschreibung der deutschen 
Sprache) vorgenommen. An die eine Fahne ist ein gelbes Deckblatt angeheftet, 
das u.a. auch zur Sonderdruck- Bestellung dient und vom Autor unterschrieben 
werden soll. Diese Fahne ist mit dem Manuskript und den Andrucken even- 


“ tuell vorhandener Abbildungen umgehend an die Redaktion in Miinchen zu 


senden. 


Namen, wie CCl,, PCl,, 


Abbildung 

absolut 
Aquivalentgewicht 
atherisch 
Athylalkohol 
alkoholisch 
Atmosphare 
Atome, isotope 


(etwa Kohlenstoff- 

atom 5 d. Glucose) 
authentisch 
beziehungsweise 
Brechungsindex 
Curie, Millicurie usw. 
Dichte bei 20°, bez. 

auf Wasser von 4° 
Erdbeschleunigung 
Extinktion 

bei 340 nm(my) 

fiir l1proz. Lésung 

und 
, 1 em Schichtdicke 


molare ** 
gesittigt 


‘ Atome, numeriert 
r 


C. VERZEICHNIS 


P,O,, LiAlH,, Al,O,. 


Abb. Grad Celsius 
absol. Gramm, Kilogramm 
Aquiv.-Gew. usw. 
ather. Impulse pro Minute 
Athanol konzentriert 
alkohol. _korrigiert 
at Kubikzentimeter 
z. B. 4C, Liter, Milliliter usw. 
Ostron-[16-4C] | meta- 
z. B. C-5 Methylalkohol 
mm Druck 
Minute(n) 
authent. molar 
bzw. Molekulargewicht 
n ing 
C, mC, Molekulargewicht 
normal 
(maBanalytisch) 
g 
E340 (unverzweigte 
Kette) 
ortho- 
para- 
€ primar 
= gesitt. Prozent 


DER ZU VERWENDENDEN ABKURZUNGEN* 


Die Namen chemischer Verbindungen werden gewéhnlich ausgeschrieben, z. B. 
Wasser statt H,0, Natriumhydroxyd statt NaOH, Salzsiure bzw. Chlorwasserstoff 
statt HCl; ausgenommen davon sind die Bezeichnungen eingestellter Lésungen wie 
In HCl (aber verd. Salzsaure!), 0.ln AgNO, (nicht AgNO,-Lésung), ferner im 
Versuchsteil bei Darstellungsvorschriften wiederholt gebrauchte Stoffe mit langen 


= g, kg, mg, ug 
oder y 

= Imp./Min. 

= konz. 

= korr. 

= cm’ oder ml 

= 1, ml, pl 

= M- 

= Methanol 

= Torr 

= Min. 


=m 


= Mol 
= Mol.-Gew. 
n (z. B. 2n 
H,SO,, 
0,1n HCl, 
nicht HCl) 


Hoi il 


* Aus sprachlichen Griinden sollte im allgemeinen Teil manchmal auf Ab- 
kiirzungen verzichtet werden. 
** Mit Angabe der Dimension: 1[{1- Mol-!- cm~!] = 1000[cm2/Mol]! 


a 
n 
n 

n 
n 
n 
r 
m= 
p- 
prim. 
0/ 


VI 


Prozent der Theorie = °, d. Th. 
prozentig = proz. 

(nicht °%-ig) 
racemisch = racem. 
Relative Wande- 

rungsgeschwindig- 


keit (Papier- 
chromatographie) = Rr 


Saure-Exponent 
Schmelzpunkt = Schmp. 
Siedepunkt 

bei 10 Torr = Sdp.9 
siehe 
Sekunde(n) = Sek. 
sekundar = sek. 
spezif. Drehungs- 

vermogen 


(D-Linie bei 20°) = [x]9: 


Vorsatze zur Bezeichnung von Vielfa 


M Mega 
k Kilo —— 
d Dezi = 10-1! 
e Zenti = 


stiindig 


Stunde, Stunden 
symmetrisch 
synthetisch 
Tabelle 
Teil, Teile, Teilen 
tertiar 
Umdrehungen pro 
Minute 
Vakuum 
verdiinnt 
vergleiche 
Volumen 
waBrig 
Wasserstoffionen- 
Exponent 
Zersetzung 


m Milli 
Mikro 
n Nano 
p Piko 


= stdg. 
(z. B. 3stdg.) 
= Stde., Stdn. 


= Tab. 

= TI., Tle., Tin. 
= tert. 

=. /Min.* 


== Vak. 
= verd. 
= 
= Vol. 


= waBr. 


= Zers. 


chen und Teilen der Einheiten: 


Hier nicht aufgefiihrte, oft zweckmaBige Abkiirzungen, z. B. RNA, DNP, EDTA, 
werden am besten in einer Fu8note am Anfang der Abhandlung erklart. 


ABKURZUNGEN 
HAUFIG ZITIERTER ZEITSCHRIFTEN 
(beziigl. aller anderen Zeitschriften wird verwiesen auf M. Pfliicke u. A. Hawelek’ 


»,Periodica Chimica‘, Akademie-Verlag, Berlin; Verlag Chemie, GmbH, 
Weinheim/BergstraBe) 


Titel 


Abkiirzung 


Acta Chemica Scandinavica 
Acta Physiologica Scandinavica 


Advances in Carbohydrate Chemistry 


Advances in Enzymology 
Advances in Protein Chemistry 
American Journal of Medicine 
Analytical Chemistry 
Angewandte Chemie 

Annalen der Chemie (Liebig) 
Annales de Chimie 

Annales d’Endocrinologie 


Annals of the New York Academy of Sciences 
Annual Review of Biochemistry 


Acta chem. scand. 
Acta physiol. scand. 


Advances Carbohydrate Chem. 


Advances in Enzymol. 
Advances Protein Chem. 
Amer. J. Med. 

Analytic. Chem. 

Angew. Chem. 

Liebigs Ann. Chem. 
Ann. Chimie 

Ann. d’Endocrinol. 
Ann. N. Y. Acad. Sci. 
Annu. Rev. Biochem. 


* Beim Zentrifugieren besser g-Zahlen angeben (z. B. 3000 x g)! 
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Titel 


Abkiirzung 


Arzneimittel-Forschung 
Biochemical Journal 
Biokhimiya [Moskau 
Chemical Abstracts 
Chemical Reviews 


dtsch. chem. Ges.) 


Chimie et Industrie 


A, Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de Académie des Sciences 

Comptes Rendus des Séances de la Société de 
Biologie et de ses Filiales 

Deutsche Medizinische Wochenschrift 

Enzymologia [Den Haag] 

Ergebnisse der Enzymforschung 


Experientia [Basel] 
Federation Proceedings 
= Helvetica Chimica Acta 


Chemie 


m. Industrial and Engeneering Chemistry. Analytical 
Edition. Industrial Edition. News Edition 


Journal of Bacteriology 


Archives of Biochemistry 
heiBt von Band 31 (Marz 1951) ab: 
Archives of Biochemistry and Biophysics 
Archiv fiir Experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie (Naunyn-Schmiedeberg) 
Archiv der Pharmazie und Berichte der 
Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft 


Berichte der deutschen Chemischen Gesellschaft 
Biochemische Zeitschrift 
Biochimica et Biophysica Acta [Amsterdam] 


Bulletin de la Société Chimique de France 
Canadian Journal of Chemistry 


Chemische Berichte (Fortsetzung der Ber. 


Chemisches Zentralblatt 
Chemistry and Industry 


Experimental Cell Research 
Gazzetta Chimica Italiana 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physiologische 


Internationale Zeitschrift fiir Vitaminforschung 
Journal of the American Chemical Society 
Journal of the American Medical Association 
Journal of Applied Chemistry 


Journal of Biochemistry [Tokyo] 

Journal of Biological Chemistry 

Journal of the Chemical Society [London] 
Journal of Clinical Investigation 


Arch. Biochemistry 


Arch. Biochem. Biophysics 

Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 

Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 
pharmaz. Ges. 

Arzneimittel-Forsch. 

Ber. dtsch. chem. Ges. 

Biochem. J. 

Biochem. Z. 

Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam 

Biokhimiya [Moskau] 

Bull. Soc. chim. France 

Canad. J. Chem. 

Chem. Abstr. 

Chem. Reviews 

Chem. Ber. 


Chem. Zbl. 

Chem. and Ind. 

Chim. et Ind. 

C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 


C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 


Dtsch. med. Wschr. 
Enzymologia [Den Haag] 
Ergebn. Enzymforsch. 
Experientia [Basel] 

Exp. Cell Res. 
Federation Proc. 

Gazz. chim. ital. 

Helv. chim. Acta 

diese Z. 


Ind. Engng. Chem., analyt. 
Edit. bzw. ind. Edit. 
bzw. News Edit. 

Int. Z. Vitaminforsch. 

. Amer. chem. Soc. 

Amer. med. Assoc. 

. appl. Chem. 

Bacteriol. 

. Biochemistry [Tokyo] 

. biol. Chemistry 

chem. Soc. [London] 

clin. Invest. 


Vul 


Titel 


Abkiirzung 


Journal of Endocrinology 
Journal of Experimental Medicine 
Journal of General Physiology 
Journal of Laboratory and Clinical Medicine 
Journal of Organic Chemistry 
Journal de Physiologie 
Journal of Physiology 
Klinische Wochenschrift 
Kolloid-Zeitschrift 
Liebigs Annalen der Chemie 
Makromolekulare Chemie 
Mikrochemie 
heiBt von Band 25 (Dezember 1938) ab: 
Mikrochemie Vereinigt mit Mikrochimica Acta 


Monatshefte fiir Chemie und Verwandte Teile 
Anderer Wissenschaften 

Nature [London] 

Naturwissenschaften 

Naunyn-Schmiedebergs Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie 

Organic Reactions 

Organic Syntheses 

Pfliigers Archiv fiir die Gesamte Physiologie des 
Menschen und der Tiere 

Pharmaceutical Journal 

Proceedings of the National Academy of Sciences 
of the United States of America 

Proceedings of the Royal Society [London] 
Series A: Mathematical and Physical Sciences 
Series B: Biological Sciences 

Proceedings of the Society for Experimental 
Biology and Medicine 

Recent Progress in Hormone Research 

Recueil des Travaux Chimiques des Pays-Bas 

Science [New York], ab Bd. 113 [1951]: 
Science [Washington ] 

Skandinavisches Archiv fiir Physiologie 

Schweizerische Medizinische Wochenschrift 

Wiener Medizinische Wochenschrift 

Zeitschrift fiir Analytische Chemie 

Zeitschrift fiir die Gesamte Experimentelle 
Medizin 

Zeitschrift fir Naturforschung 


J. Endocrinology 
J. exp. Medicine 

J. gen. Physiol. 

J. Lab. clin. Med. 
J. org. Chemistry 
J. de Physiol. 

J. Physiology 

Klin. Wschr. 
Kolloid-Z. 

Liebigs Ann. Chem. 
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Vorschlag zur Vereinheitlichung 
der Nomenklatur der Neutralfette und der Lipoide 


Um der herrschenden Uneinheitlichkeit auf dem Gebiete der Nomen- 
klatur der Fette und Lipoide zu begegnen, haben sich die Unterzeichneten 
iiber die folgenden Konventionen geeinigt ; die Kommission fiir klinische 
Chemie in der Deutschen Gesellschaft fiir Physiologische Chemie em- 
pfiehlt ihre Beachtung im wissenschaftlichen Schrifttum und in der Lehre. 

Folgendes nach der Hauptalkoholkomponente, d. h. dem mit Fett- 
sdure verbundenen Alkohol (1. Alkoholkomponente) ausgerichtete Ord- 
nungsprinzip wird empfohlen: 


2. Alkoholkomponente P:N 
I. Eigentliche Fette 
Mono.-, Di- und Triglyceride — 
Il. Glycerinphosphatide 
Phosphatidsauren 
Lecithine Cholin 1:1 
Kephaline Colamin, Serin et 
Inositphosphatide Inosit 
Plasmalogene 
(Glycerinester-enolather) Cholin, Colamin, Serin 1:1 
III. Sphingolipoide 
Sphingomyeline Cholin 1:2 
Cerebroside Galaktose, Glucose — 
Ganglioside Hexosen, Hexosamine, Neuraminséiure — 
Sulfatide Galaktosesulfat — 


Phosphorhaltige Lipoide werden traditionsgemaB als Phosphatide 
bezeichnet, fiir den Ausdruck Phosphorlipoide besteht kein Bedarf. Die 
Wahl des Ausdrucks Phosphatide hat den zusatzlichen Vorteil, daB eine 
Verwechslung mit Lipoidphosphor schwierig ist, wahrend im klinischen 
Schrifttum Lipoidphosphor und Phosphorlipoide nicht selten verwechselt 
werden. Bei weitergehender Analytik kann dann entsprechend der Haupt- 
alkoholkomponente zwischen Glycerinphosphatiden und Sphingo- 
phosphatiden unterschieden werden (wahlweise stehen die Ausdriicke 
Phosphoglyceride bzw. Phosphosphingoside zur Verfiigung). Fiir die 
cholinhaltigen Phosphatide werden die klassischen Namen Lecithin und 
Sphingomyelin gebraucht, die Glycerinphosphatide mit Aminogruppen 
werden als Kephaline zusammengefaBt, die in Colamin- und Serin- 
Kephalin usw. unterteilt werden kénnen. 

Die Plasmalogene werden durch Voranstellung des Namens der Base 
gekennzeichnet, Colamin-Plasmalogen, Cholin-Plasmalogen. 

Die Nomenklatur der Cerebroside bleibt die klassische; neuramin- 
siurehaltige Sphingoside sind als Ganglioside zu bezeichnen, kommt 
Schwefelsaure im Molekiil vor, dann spricht man von Sulfatiden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 327 1 
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Eine Zusammenfassung nach im Molekiil veresterten anorganischen 
Sauren (Phosphatide, Sulfatide) 1aBt eine Reihe von Lipoiden unklassi- 
fizierbar und hat vorwiegend methodische, méglicherweise auch funk- 
tionelle Bedeutung. Sie ist vor allem dann anzuwenden, wenn die ge- 
wahlte Bestimmungsmethode eine naihere Bezeichnung nicht erlaubt: 
wenn z. B. der gesamte Lipoidphosphor bestimmt wurde, muB man von 
Phosphatiden sprechen. Uberhaupt sollte, wenn eine genaue Charakteri- 
sierung der Substanzen nicht angestrebt wurde oder nicht gelungen ist, 
die gewahlte Bezeichnung sich méglichst nahe an die analytische Me- 
thode anlehnen. 

In der Blutchemie sind Vermehrung und Verminderung durch die 
Prafixe Hyper- und Hypo- anzuzeigen. Fir das Neutralfett wird dabei 
der Stamm -lip- verwendet, fiir Veranderungen der Gesamtlip(o)ide* 
der Ausdruck -lip(o)id-. Die Bezeichnung Lipamie steht traditionsgemaB 
fiir die Triibung des Blutes durch Fetttrépfchen. Die folgende Tabelle 
enthalt beispielhaft einige Vorschlige. Gerade in der Blutchemie ist 
besonders darauf zu achten, dab die gewahlte Bezeichnung die bestimmte 
Substanzgruppe genau trifft, sich also immer méglichst genau an die 
Bestimmungsmethode anlehnt. 


Substanz, bzw. die gewahlte Bezeichnung ihrer Vermehrung 
Bestimmungsmethode im Plasma 

Cholesterin Hypercholesterinamie 
Lipoidphosphor Hyperphosphatidamie 
Neutralfette Hyperlipimie 

Freie Fettsiuren Hyperlipacidamie 
Gesamtlip(o)ide Hyperlip(o)idamie 

Triibung durch Neutralfette Lipamie 

Verschwinden der lipaémischen Triibung Lipamieklarung 


Einige neuere Nomenklaturvorschlage verstoBen gegen dieses Prin- 
zip und sollten nicht angenommen werden. Beispiele fiir solche abzu- 
lehnenden Vorschlage sind die Bezeichnung Hyperglyceridaimie fiir eine 
Vermehrung der Neutralfette, da durch diesen Ausdruck auch die Phos- 
phorglyceride erfaBt werden, und die Bezeichnung ,,nicht veresterte 
Fettsauren “fiir die titrimetrisch erfaBten freien Fettsauren, denn die Fett- 
siuren in den Sphingolipoiden sind ebenfalls nicht ,,verestert“‘, werden 
aber von der Methode nicht erfaBt. 


Mosbach, den 15. 4. 1961 Klenk, Debuch, Zéllner 
Die Kommission fiir klinische Chemie in 
der Deutschen Gesellschaft fiir 
Physiologische Chemie 
— Werle, Staudinger, Klingmiiller 
* In der deutschen Literatur wird fiir Fette und fettahnliche Stoffe haufig 


,,Lipoide“ als Sammelbegriff benutzt, wahrend in der englischsprachigen Literatur 
wohl ausschlieBlich von ,,Lipiden“ gesprochen wird. 


| 

R. 
Ki 
Ne 
: ch 
| 


Bd. 327 (1961) 3 


Untersuchungen der Ribonucleinséure aus Zellkernen, II! 


Stoffwechselverhalten 
verschiedener Ribonucleinsaéure-Fraktionen 
aus den Kernen ,,ruhender* und proliferierender Zellen 


Von 


E. Harbers 
Aus dem Institut fiir Medizinische Physik und Biophysik der Universitat G6ttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1961) 


Bei biochemischen Untersuchungen der Ribonucleinséure* (RNA) 
aus Zellkernen wurde diese bisher im allgemeinen als homogene Fraktion 
betrachtet. Auf Grund cytochemischer Beobachtungen, aus denen her- 
vorgeht, daB im Zellkern verschiedene RNA-Arten vorliegen, die sich 
hinsichtlich ihrer Lokalisation und ihres farberischen Verhaltens unter- 
scheiden?, wurde in neuerer Zeit mit biochemischen Methoden eine Auf- 
trennung der Kern-RNA versucht*~5. Dabei wurden meist nur zwei 
Kern-RNA-Fraktionen unterschieden, von denen die eine leicht extra- 
hierbar ist (RNAI), wahrend sich die andere (RNA II) unter den ge- 
wahlten Bedingungen nicht extrahieren la8t. Allfrey und Mirsky* 
verwendeten zur Extraktion der RNA I aus isolierten Zellkernen 0.1m 
neutralen Kaliumphosphatpuffer. Cytochemische Befunde !assen an- 
nehmen, daB die so dargestellte RNA II offenbar im Nucleolus lokali- 
siert ist?. 

Die nachstehend geschilderten Befunde sind die Grundlage weiterer 
Untersuchungen zur Strahlenwirkung auf die RNA des Zellkerns von 
Ehrlich-Ascitestumorzellen!:*. Bei der Anwendung der Methode von 
Allfrey und Mirsky hatte sich herausgestellt, daB die durch dreimalige 
Extraktion mit 0,lm Phosphatpuffer aus den Tumorzellkernen gewon- 


* Verwendete Abkiirzungen: AMP, CMP, GMP, UMP = Adenosin-, Cytidin-, 
Guanosin-, bzw. Uridinmonophosphat; DNA = Desoxyribonucleinsaure; RNA = 
Ribonucleinsaure. 

1 |. Mitteil.: E. Harbers, Radiation Res. 14, 789 [1961]. 

2 2. B. R. Love u. T. P. Bharadwaj, Nature [London] 188, 1453 [1959]; 
R. Love u. R. H. Liles, J. Histochem. Cytochem. 7, 164 [1959]; R. McMaster- 
Kaye u. J. H. Taylor, J. biophys. biochem. Cytol. 4, 5 [1959]; J. L. Sirlin, 
Nature [London] 186, 4721 [1960]. 

3 V.G. Allfrey u. A. E. Mirsky, Proc. nat. Acad. Sci. USA 48, 821 [1957]. 

4 R.A. Brown, M.C. Davies, J.S.Colter, J. B. Logan u. D. Krit- 
chevsky, Proc. nat. Acad. Sci. 48, 857 [1957]; W.S. Vincent, Science [Wa- 
shington] 126, 306 [1957]. 

5 R. Logan, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 26, 227 [1957]. 

6 E. Harbers u. C. Heidelberger, J. biol. Chemistry 234, 1249 [1959]. 
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nene RNAT keine homogene Fraktion darstellt. Es wurde daraufhin 
der zeitliche Verlauf des in-vitro-Kinbaues markierter Vorstufen in den 
Pyrimidinanteil der verschiedenen RNA-Fraktionen verfolgt, ver- 
gleichend in proliferierenden und ,,ruhenden* Zellen. Erginzend wurde 
ferner bei den verschiedenen RNA-Fraktionen bestimmt, welcher Anteil 
M4C-haltiger Purin- und Pyrimidinnucleotide nach in-vitro-Einbau 
markierter Vorstufen in endstandiger Bindung vorlag. 


Ergebnisse 


Zu den in-vitro-Versuchen mit Ehrlich-Ascitestumorzellen wurde 
als Vorstufe Uracil-(2-'4C] angeboten; dabei wurden die aus den iso- 
lierten Kernen gewonnenen drei Extrakte der RNA I nicht zusammen- 
gegeben, sondern einzeln aufgearbeitet. Aus Abb. 1 ist zu ersehen, daB 
die mit der ersten Extraktion gewonnene RNAI (RNAI, 1) den ge- 
ringsten Einbau der markierten Vorstufe aufweist, wahrend bei RNA I, 2 
und I, 3 zunachst der steilste Anstieg der spezifischen Aktivitaét zu be- 
obachten ist. Mit zunehmender Inkubationszeit erfolgt schlieBlich der 
starkste Einbau bei der RNA II. Beim RNA-Cytosin sind die Verhalt- 
nisse gleichartig. 


160 
= | 
S 120 
/ 2 
Abb. 1. Zeitlicher Verlauf des in-vitro- 
Kinbaues von Uracil-[2-“C] in den 
>  Uracilanteil der verschiedenen RNA- 
Fraktionen von Ehrlich-Ascitestu- 
RNA morzellen. C-RNA = Gesamt-RNA 
0 60 90 


Die geschilderten Befunde demonstrieren, daB sich die RNA I aus 
wenigstens zwei verschiedenen Fraktionen zusammensetzt. RNA I, 2 
und RNAI, 3 zeigten anfangs stets eine héhere spezifische Aktivitat 
als die RNA IT; dieses Verhalten lieB sich bei allen Versuchen bestatigen. 
Damit ist es unwahrscheinlich, daB RNAI, 2 und I, 3 artifiziell durch 
Verunreinigung von RNAI,1 mit bereits extrahierter RNA II ent- 
standen sind. 

Fir analoge Versuche mit normalem Gewebe wurde die Rattenleber 
gewahlt, die zugleich in einfacher Weise erlaubt, in der Regenerations- 
phase nach partieller Hepatectomie den EinfluB der Wachstumsvorginge 
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auf das Verhalten der verschiedenen Kern-RNA-Fraktionen zu erfassen. 
Als Vorstufe wurde Orotsaure-|2-!4C | angeboten, da Uracil von der Leber 
rasch abgebaut wird und so nur zu geringem Teil fiir Synthesevorgange 
ausgenutzt werden kann’. Unter ahnlichen Bedingungen, wie sie Hecht 
und Potter® beschrieben, wurden Rattenleberschnitte in vitro inkubiert 
und der zeitliche Verlauf des '4C-Einbaues in die Pyrimidine der Kern- 
RNA bestimmt. Aus den Ergebnissen geht hervor, daB in der regene- 
rierenden Leber (36 Stdn. nach partieller Hepatectomie) die RNA II die 
héchste Einbaurate zeigt (Abb. 2), wie es im Prinzip auch bei den Tumor- 
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf 
des in-vitro-Einbaues von 
Orotsaure-[2-“C] in den 
Uracilanteil der verschiede- 
nen RNA-Fraktionen von 
Zellkernen aus regenerie- 
render Rattenleber. 


10°°A [Imp.-Min."' 


zellen der Fall war: 15 Min. nach Versuchsbeginn wiesen hier ebenfalls 
RNA I, 2 und I, 3 voriibergehend -die héchste spezif. Aktivitat auf. In 
der normalen Leber war dagegen tiber die ganze Versuchsdauer hinweg 
die Aufnahme der markierten Vorstufe am starksten bei RNA I, 2 und 
I, 3 (Abb. 3). Der Verlauf des Einbaus in den Cytosin-Anteil der Kern- 
RNA zeigte sowohl bei der regenerierenden als auch bei der normalen 
Leber ein sehr ahnliches Bild. 


22 FMA 1,2! 
> 18 ] 
RNAL 

Abb. 3. Zeitlicher Verlauf ' 
des in-vitro-Einbaues von = 1 
Orotsaéure-[2-“C] in den | 
Uracilanteil der verschiede- & | WALT 
nen RNA-Fraktionen von 46 | 
Zellkernen aus normaler T | 
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Cancer Res. 17, 399 [1957]. 
8’ L. I. Hecht u. V. R. Potter, Cancer Res. 18, 186 [1958]. 
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Die geschilderten Befunde demonstrieren einmal eine Abhangigkeit 
des Stoffwechselverhaltens der verschiedenen Kern-RNA-Arten vom 
Wachstum; zum anderen bestatigen sie, daB es sich bei der RNA I tat- 
sichlich um mindestens zwei unterschiedliche RNA-Fraktionen handelt. 
Da bei der normalen Leber die spezifische Aktivitét der RNA IT stets 
kleiner war als die von RNA I, 2 und I, 3, ist es ausgeschlossen, da} diese 
beiden Fraktionen artifiziell durch Verunreinigung von RNA I, 1 mit 
RNA II erzeugt wurden. 


Wahrend der Regeneration kommt es in der Leber zu betrachtlicher 
Steigerung der Nucleinsiureneubildung. Hecht und Potter’ konnten 
zeigen, daB der bei Leberschnitten in vitro zu beobachtende Einbau mar- 
kierter Vorstufen in die Nucleinsiéurepyrimidine wahrend der verschie- 
denen Phasen der Regeneration gleichsinnig zu den Verhaltnissen in vivo 
erfolgt. Abb. 4 demonstriert die Zunahme des “C-Einbaus durch das 
Wachstum fiir RNA-II-Uracil und DNA-Thymin; es ist zu erkennen, 
daB der Anstieg der Synthesetatigkeit bei RNA II und DNA etwa pro- 
portional verlauft. Aus der vergleichenden Betrachtung der Ergebnisse 
an wachsenden (Tumorzellen und regenerierende Leber) und an ,,ru- 
henden** Geweben (normale Leber) ergibt sich, daB die an Tumorzellen 
erhobenen Befunde (Abb. 1) offenbar denen von normalen wachsenden 
Geweben (Abb. 2) entsprechen. 


26+ | 1000 | 
800 > 
] | 
3S 16- 
600 = 
12- L 
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200 
2 =x 
60 120 180 
Min. 


Abb. 4. Vergleichende Darstellung des in-vitro-Kinbaues von Orotsaure-[2-“C] 
in DNA-Thymin (¢) und den Uracilanteil (c) der RNA II bei normaler (---) 
und bei regenerierender (—) Rattenleber. 


Der Einbau markierter Vorstufen kann bei der RNA im Rahmen der 
Neubildung ganzer Molekiile oder aber auch endstandig an bereits vor- 
handener RNA erfolgen. Ein Nachweis solcher Endgruppenreaktionen 
ist méglich durch alkalische Hydrolyse der betreffenden RNA. Die in 
Pentose oder Base enthaltene Markierung muB dann in der Nucleosid- 
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Fraktion oder als 3‘.5°-Diphosphat erscheinen, je nachdem, an welchem 
Ende der Kette sich das markierte Nucleotid befand*!°. Die eigenen 
Versuche beschrankten sich darauf, das Verhaltnis des 4C-Gehaltes der 
bei alkalischer Hydrolyse freigesetzten Nucleoside und Nucleotide in den 
verschiedenen RNA-Fraktionen zu bestimmen. Dazu wurden Ascites- 
tumorzellen 30 Min. in vitro inkubiert; als Vorstufe wurde entweder 
Uracil-[2-"4C] oder Adenin-[8-14C] angeboten. Die Ergebnisse sind in der 
Tabelle zusammengefaBt. Aus ihnen JaBt sich kein bevorzugter end- 


Anteil des “4C-Gehaltes, der nach alkalischer Hydrolyse der RNA als Nucleosid 
freigesetzt wurde. Von der Gesamtaktivitat des Cytosins in der RNA ist jeweils 
der prozentuale Anteil, welcher als Cytidin vorlag, angegeben. In analoger Weise 
sind die Aktivitaten des Uridins (bezogen auf die Gesamtaktivitat des Uracils). 
des Adenosins (bezogen auf die Gesamtaktivitat des Adenins) und des Guanosins 
(bezogen auf die Gesamtaktivitat des Guanins) aufgefiihrt. Die Ascitestumor- 
zellen wurden 30 Min. in vitro inkubiert. Als Vorstufen wurden entweder Uracil- 
{2-"C] (fiir die Pyrimidinanteile der RNA) oder Adenin-[8-4C] (fiir die Purin- 
anteile) angeboten. Die angefiihrten Zahlen sind Mittelwerte von 3 Parallelbe- 
stimmungen. 


Anteil des 4C-Gehaltes 


Nach alkalischer Hydrolyse der Nucleoside in Prozent 


Kern-Fraktion freigesetztes endstandiges der 

Nucleosid der betr. Base in der RNA 
Cytidin 1,53 
Uridin 0.81 
RNA Adenosin 0.51 
Guanosin 0,73 
Cytidin 0,92 
Uridin 0.79 
RNA I,2 Adenosin 0,81 
Guanosin 1,48 
Cytidin 1,22 
Uridin 1,12 
RNA 1,3 Adenosin 0,88 
Guanosin 1,03 
Cytidin 0,53 
Uridin 0,38 
RNA II Adenosin 0,35 
Guanosin 0,42 


standiger Einbau eines bestimmten Nucleotids ablesen. Der als Nucleosid 
freigesetzte Anteil des 4C-Gehaltes ist in allen Fallen nur gering, jedoch 
in den Fraktionen der RNAT deutlich erhéht gegeniiber der RNA II. 
Man kann aus diesen Befunden schlieBen, daB bei der RNA I Biosynthese 
und einige wenige Endgruppenreaktionen nebeneinander herliefen. 


° ES. Canellakis, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 25, 217 [1957]. 
10 —. Harbers u. C. Heidelberger, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam } 
$5, 381 [1959]. 


1) 

it 
n 

Ss 

e 
t 

1 

L 


8 EK. Harbers, Bd. 327 (1961) 
wahrend bei der RNA II der Einbau markierter Vorstufen ganz iiber- 
wiegend oder ausschlieBlich Ausdruck der Neubildung ist. Bei der RNA 
im Cytoplasma der Tumorzellen war — in Analogie zu Befunden an 
der Rattenleber!® — ein deutlicher endstandiger Einbau der Purin- 
nucleotide nachzuweisen. Im alkalischen Hydrolysat enthielten sowohl 
Adenosin als auch Guanosin jeweils 35—40°% der Gesamtaktivitat des 
'4C der betreffenden Basen in der cytoplasmatischen RNA. 


Diskussion 

Die geschilderten Ergebnisse zeigen, daB sich die Kern-RNA aus 
mehr als zwei verschiedenartigen Fraktionen zusammensetzt; sie be- 
statigen damit neuere Befunde von Allfrey und Mirsky", die ebenfalls 
feststellten, daB die RNAI keine einheitliche Fraktion darstellt. Das 
Stoffwechselverhalten der verschiedenen RNA-Arten im Zellkern wird 
offenbar durch die Wachstumstendenz wesentlich mitbestimmt. In proli- 
ferierenden Geweben hat die RNAII die héchste Einbaurate; bei 
.ruhenden* Zellen findet sich dagegen der intensivste Einbau in der 
RNA I, 2 und I, 3. Allfrey und Mirsky sahen nach in-vitro-Inkubieren 
der isolierten Kerne aus Kalbsthymus-Lymphocyten!! den starksten 
Einbau von Adenosin-|8-'*C| bei der RNAI, 3; diese Befunde ent- 
sprechen somit den eigenen Beobachtungen an der normalen Rattenleber. 


Der lediglich in der RNA I beobachtete und nur sehr geringfiigige 
endstandige Einbau war ein unerwarteter Befund. Da die Protein- 
synthese im Zellkern nach dem gleichen Prinzip verlaéuft wie im Cyto- 
plasma’, hatte man bei der Transfer-RNA einen starkeren endstandigen 
Einbau von Cytidin bzw. Adenosin erwarten sollen. Im Rahmen der 
gegebenen Moglichkeiten wurde versucht, die verschiedenen RNA-Frak- 
tionen der Zellkerne noch weiter zu charakterisieren, u. a. durch ihr Ver- 
halten bei der Austauschchromatographie'; dieses macht es wahrschein- 
lich, daB die Transfer-RNA in der RNA-I,1-Fraktion enthalten ist. Bei 
einem Erklarungsversuch fiir das Ausbleiben intensiverer Endgruppen- 
reaktionen ist einmal zu bedenken, daB die Untersuchungen mit ganzen 
Zellen durchgefiihrt wurden. In diesen liegt die RNA wohl iiberwiegend 


in der fiir ihre Funktion erforderlichen Konfiguration vor, so daB sie— 


keine weiteren Ribotide anlagern kann. Der bei in-vitro-Versuchen mit 
isolierten Zellfraktionen zu beobachtende relativ intensive Einbau mar- 
kierter Nucleotide in die Transfer-RNA ist zu einem betrachtlichen Teil 
erst moglich als Folge der Aufbereitung des Gewebes, bei der es in der 
RNA zum partiellen Verlust der endstandigen Glieder kommt?*, die dann 
unter geeigneten in-vitro- Bedingungen wieder angelagert werden kénnen. 


u \V.G. Allfrey u. A. E. Mirsky, Proc. nat. Acad. Sci. USA 45, 1325 [1959]. 

2 J.H. Frenster, V.G. Allfrey u. A. E. Mirsky, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 47, 130 [1961]; J. W. Hopkins, V.G. Allfrey u. A. E. Mirs- 
ky, ebenda 47, 194 [1961]. 

13 L.I. Hecht, M.L.Stephenson u. P.C. Zamecnik, Proc. nat. Acad. 
Sei. USA 45, 505 [1959]. 
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Zum anderen enthalt die RNA I auBer der niedrigmolekularen Transfer- 
RNA noch hochmolekulare RNA-Anteile, welche durch ihre intensive 
Neubildung das Verhalten der Transfer-RNA tiberdecken. 

SchlieBlich ist noch daran zu denken, daf bei der Isolierung von 
Zellkernen in wasserigen Medien die Gefahr einer teilweisen Extraktion 
von Kern-RNA besteht!4. Es ist zwar unwahrscheinlich, daB die er- 
hobenen Befunde auf solche Extraktion zuriickzufiihren sind (die in 
Digitonin-Lésung isolierten Kerne haben einen héheren RNA-Gehalt als 
die in Citronensiure gewonnenen, zumindest die durch die Citronensdéure 
bewirkten Verluste!4 werden bei der Digitonin-Methode vermieden): 
doch kann dies erst durch Untersuchung von Kernen, welche in nicht- 
wasserigen Medien isoliert wurden, endgiiltig ausgeschlossen werden. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. Fraulein U: Bethke, H. Gluba und Frau W. Scha- 
per danke ich fiir zuverlassige technische Hilfe. 


Beschreibung der Versuche 


1. In-vitro-Inkubieren der Ascitestumorzellen 


Die hyperdiploide Form des Ehrlich-Ascitescarcinoms (Lettré) wurde durch 
wochentliche Transplantation in Mausen des NMRI-Stammes (bezogen von der 
Gesellschaft fiir Versuchstierzucht, Hannover-Linden) geziichtet. Der frisch ent- 
nommene Ascites wurde gesammelt, mit einer geringen Menge Thrombocid (Her- 
steller Dr. Benend, KG, Miinchen-Solln) versetzt (Verdiinnung der Ampullen- 
lésung 1:1500), und durch Glaswolle gefiltert. Die hyperdiploide korm des Ehrlich- 
Ascitestumors hat unter in-vitro-Bedingungen im Ascites-Serum eine sehr starke 
Tendenz zu verklumpen; durch Thromhocid wurde die-Verklumpung der Zellen 
verhindert oder zumindest sehr eingeschrankt. Um die Zellkonzentration zu er- 
mitteln, wurde ein kleiner Teil des Ascites in graduierten Rohrchen 7 Min. bei 
1009 x g zentrifugiert und der Zellgehalt (Volumen sedimentierter Zellen in Pro- 
zent vom Gesamtvolumen) abgelesen. Im allgemeinen lag die so definierte Zell- 
konzentration um 30°,. Mit Hilfe des beim Zentrifugieren gewonnenen Ascites- 
Serums wurde die Konzentration der nicht zentrifugierten Zellen auf 25°,, ein- 
gestellt. Nur sclche nicht zentrifugierte Zellen wurden fiir die Versuche verwendet. 
da sich herausgestellt hatte, daB durch das Zentrifugieren allein bereits ein kleiner 
Teil der Zellen abgetétet wird; ferner ist es meist nicht méglich, aus den Sedimenten 
wieder eine wirkliche Zellsuspension herzustellen. 

Zu den Stoffwechseluntersuchungen wurden die Zellen in vitro inkubiert 
unter ahnlichen Bedingungen, wie sie bereits friiher beschrieben wurden®. Es ergab 
sich, daB die hyperdiploiden Ehrlich-Ascitestumorzellen unter diesen in-vitro-Ver- 
haltnissen nicht mehr zu wachsen vermégen (im Gegensatz zu der amerikanischen 
tetraploiden Form des Ehrlich-Tumors®). Jedoch wird durch Embryonalextrakt 
und Ascites-Serum die Einbaurate der markierten Vorstufen erheblich gesteigert ; 
ferner ist nach dem Inkubieren der Anteil der iiberlebenden Zellen erheblich gréBer. 
als wenn nur isotonische Salz-Medien (z. B. Krebs-Ringer oder Robinson) ver- 
wendet werden®: 15, 

Zum Inkubieren wurden 50-m/-Erlenmeyer-Kélbchen benutzt. Diese ent- 
hielten bei einem Gesamtvolumen von 10,0 ml pro Ansatz: 2,0 ml des auf 25 Vol.-° 
eingestellten Ascites (Endkonzentration fiir die Zellen 5°,,), 2,0 ml einer 25proz. 


M4 E.R. M. Kay, R. M.S. Smellie, G. F. Humphrey u. J. N. Davidson, 
Biochem. J. 62, 160 [1956]. 
15 Harbers, unverdéffentlicht. 
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Hiihnerembryo-Extraktliésung (gefriergetrocknetes Material, EE 100 der Fa. Difco 
Laboratories, Detroit, Mich., USA), ferner Folsiure (Endkonzentration 5 - 10~ 5m), 
Glucose (Endkonzentration 3 mg/m/), Antibiotica (Endkonzentration fiir Penicillin 
0,04 mg/ml, fiir Streptomycin 0,05 mg/ml) und markierte Vorstufen (2,0 ~Moi). 
Alle zugesetzten Stoffe wurden in einer gepufferten isotonischen Salzlésung (Ro- 
binson-Medium!®, jedoch ohne Hydrogencarbonat) gelést; mit dieser wurde ferner 
das gewiinschte Endvolumen eingestellt. Die Folsiure muBte zunachst in leicht 
alkalischer isotonischer NaCl-Lésung gelést, dann neutralisiert werden. Als mar- 
kierte Vorstufe wurde meist Uracil-[2-“C] verwendet, bei den Versuchen zur End- 
gruppenbestimmung ferner Adenin-[8-"C]. Die spezif. Aktivitat der Vorstufen 
(urspriinglich meist 1 oder 2 uC/uMol) wurde durch Zugabe von stabilem Uracil 
bzw. Adenin auf 0,15 bis 0,20 wC/uMol erniedrigt, da es unter den gewahlten Be- 
dingungen zu einem sehr intensiven Einbau in die RNA der Zellkerne kommt. Bei 
dem geschildeten in-vitro-System ist die Zellkonzentration auBerordentlich hoch. 
Dies griindet sich auf die Beobachtungen von Powell!’, aus denen hervorgeht. 
daB so das Uberleben der Zellen und damit zugleich die Erhaltung ihres Stoff- 
wechsels begiinstigt wird; ein weiterer Vorteil ist dabei, daB nur relativ geringe 
Mengen an markierten Vorstufen benétigt werden. Die Pufferkapazitat des Systems 
ist hinreichend, um iiber 90 Min. inkubieren zu kénnen. Bei der tetraploiden Form 
des Ehrlich-Ascitestumors kann unter sonst gleichen Bedingungen die Zellkon- 
zentration (bezogen auf das sedimentierte Zellvolumen) verdoppelt werden (vgl. 


2. Isolierung der verschiedenen Kern-RNA-Fraktionen 
Bestimmung der spezif. Aktivitat 

Nach dem Inkubieren (bei 37° im Wasserbad unter leichtem Schiitteln) 
wurden die Zellen rasch abzentrifugiert und zweimal mit eisgekiihlter isotonischer 
Kochsalzlésung gewaschen. Die Isolierung der Zellkerne erfolgte durch Zugabe 
von eisgekiihltem 0,05proz. Digitonin in dest. Wasser!*, kurzes Homogenisieren 
(Homogenisator nach Potter und Elvehjem) und anschlieBendes Zentrifugieren 
(10 Min. bei 1000 x g). Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. Die so gewon- 
nenen Kerne zeigten praktisch keine Cytoplasmareste; eine partielle Extraktion 
von Kern-RNA, wie sie bei der Isolierung der Kerne in Citronensaure erfolgt \. 
war nicht zu beobachten. 

Zur Auftrennung der RNA wurden die isolierten Kerne 30 Sek. in 0,1m 
Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,1, mit Hilfe eines kleinen Mixers (Starmix-Prinzip) 
homogenisiert®. Nach Zentrifugieren (15 Min. bei 2000 x g) enthalt der Uberstand 
die RNA I (,,pH 7,1-lésliche RNA*‘), das Sediment RNA II (,,nucleolare RNA‘) 
und die Desoxyribonucleinsiure (DNA). Zur besseren Reindarstellung der RNA II 
wurde das Sediment noch zweimal mit dem Kaliumphosphat-Puffer homogenisiert 
und extrahiert. Aus den verschiedenen Uberstaénden wurde die RNA I jeweils mit 
Athanol gefallt (1. Uberstand = RNAI, 1, 2. Uberstand = RNAI, 2, 3. Uber- 
stand = RNAI, 3). Um die Nucleinsiuren von den Proteinen zu trennen, wurde 
jede Fraktion mit 10proz. NaCl-Lésung 30 Min. im kochenden Wasserbad extra- 
hiert!®; nach kurzem Nachextrahieren (10 Min.) wurden die einzelnen RNA-Frak- 
tionen aus den zusammengegebenen Kochsalz-Extrakten jeweils mit Athanol 
gefallt, abzentrifugiert, mit Ather-Athanol und Ather gewaschen und luftgetrocknet. 
Bei dieser Aufarbeitung, die zu hoher Ausbeute der Nucleinsaéuren fiihrt, bilden 
RNA II und DNA eine gemeinsame Fraktion. Der Anteil der RNA II von der 
Gesamt-Kern-RNA lag recht konstant um 45°,; das anteilmaBige Verhaltnis der 
RNA-I-Fraktionen zeigte dagegen eine etwas gréBere Streuung (um 27°, fiir 
RNA I, 1, um 20°, fiir RNA I, 2 und um 7% fiir RNA I, 3). 


16 J. R. Robinson, Biochem. J. 45, 68 [1949]. 

17 A. K. Powell, Brit. J. Cancer 11, 274 [1957]. 

18 H. Lettré, Z. Krebsforsch. 57, 345 [1951]. 

19 L. Bosch, E. Harbers u. C. Heidelberger, Cancer Res. 18, 335 [1958]. 
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Zur Darstellung der Basen wurden die einzelnen Fraktionen jeweils mit 
70proz. Perchlorsiure hydrolysiert (1 Stde. im kochenden Wasserbad). Die an- 
schlieBende Isolierung der freigesetzten Basen erfolgte papierchromatographisch 
mit dem Isopropylalkohol-HCl-Wasser-System (Whatman-Papier No.1) von 
Wyatt?% Die einzelnen Flecken wurden mit Hilfe einer UV-Lampe lokalisiert, 
ausgestanzt, und der 4C-Gehalt direkt im DurchfluBzahler unter Beriicksichtigung 
der durch das Papier bedingten Selbstabsorptionsverluste gemessen. Zur Mengen- 
bestimmung der Pyrimidine wurden die ausgestanzten Flecken nach der Radio- 
aktivitatsbestimmung jeweils in 4,0 ml 0,ln HCl gegeben, die Lésung dann mit 
dem Spektrophotometer (Zeiss PM Q 2) bei 260 my, 280 my und beim jeweiligen 
Absorptionsmaximum gemessen. Der Quotient aus gemessener Aktivitat (Imp./Min.) 
und der Menge in «Mol ergab die spezif. Aktivitat. Alle Messungen wurden mit 
wenigstens zwei Parallelen durchgefiihrt. 


3. In-vitro-Versuche mit Rattenleberschnitten 


Bei analogen in-vitro-Versuchen mit der Rattenleber wurde bei einem Teil 
der Tiere eine partielle Hepatectomie vorgenommen. Die Operation erfolgte (stets 
zur gleichen Tageszeit) entsprechend den Angaben von Higgins und Anderson®?. 
36 Stdn. nach der Operation wurden die Tiere getétet. Um diese Zeit liegt etwa das 
Maximum der durch die Regeneration gesteigerten RNA-Bildung. Entsprechend 
der Beschreibung von Hecht und Potter® wurden Leberschnitte hergestellt und 
in Robinson-Medium!® (jedoch ohne Hydrogencarbonat) unter Luft inkubiert. 
Die 0.5mm dicken Schnitte (insgesamt je 500mg Frischgewicht pro Ansatz) 
wurden zum Inkubieren in 50-ml-Erlenmeyer-Kélbchen gegeben, welche 3.5 ml 
der Robinson-Lésung enthielten. Die Glucose-Konzentration betrug 3 mg/ml. Als 
markierte Vorstufe wurde bei diesen Versuchen Orotsaure-[2-4C] (Konzentration 
0,4 uMol/ml; spezifische Aktivitat 1 ~C/uMol) angeboten, da Uracil von der Leber 
bei der Nucleinsiuresynthese nur schlecht ausgenutzt werden kann’. Inkubiert 
wurde bei 37° (Wasserbad) unter leichtem Schiitteln. Zur Isolierung der Zellkerne 
wurde mit isotonischer Rohrzuckerlésung, die 0,005m CaCl, enthielt (Potter- 
Elvehjem-Homogenisator) und anschlieBend bei 1000 x g zentrifugiert (Homo- 
genisieren und Zentrifugieren insgesamt dreimal). Die anschlieBende Auftrennung 
der Kerne in die verschiedenen RNA-Fraktionen und die Isolierung der Pyrimidin- 
basen erfolgte in der gleichen Weise wie bei den Tumorzellen. 


4. Bestimmung des endstandigen Einbaues in die RNA 


Die einzelnen RNA-Fraktionen wurden mit 0,27 NaOH hydrolysiert (18 Stdn. 
bei 37°). Zur weiteren Aufarbeitung wurde mit Salzsaure neutralisiert und — nach 
Entnahme einer aliquoten Menge zur Bestimmung des “C-Gehaltes — auf Hand- 
siulen mit Dowex-1 (Formiatform) gegeben (Héhe der Austauschermasse jeweils 
5 em, Innendurchmesser der Saulen 1,0 cm). Nach Beladen der Saulen wurde zu- 
nachst mit Wasser gewaschen (Nucleosid-Fraktion), dann mit 0,5m HCOOH 
(CMP + AMP) und 2,0m HCOOH (GMP + UMP) eluiert. Die Vollstandigkeit der 
Elution (jeweils 10 m/l pro Roéhrchen) wurde durch laufende Messung der Ex- 
tinktion bei 260 und 280 my kontrolliert. Die isolierten Fraktionen wurden an- 
schlieBend eingefroren und im Exsikkator iiber Atznatron und Calciumchlorid 
getrocknet. Zur “4C-Aktivitatsbestimmung wurden die wiedergelésten Nu- 
cleotide quantitativ auf Al-Schalchen iibergefiihrt, getrocknet und — unter Be- 
riicksichtigung der Selbstabsorptionsverluste — im fensterlosen Durchflu8zahler 
gemessen. Von den Nucleosid-Fraktionen wurde jeweils ein Drittel zur C-Be- 
stimmung benutzt, der Rest zu weiterer Auftrennung verwendet. Auf eine Trennung 
von CMP und AMP bzw. GMP und UMP konnte bei den geschilderten Versuchen 
verzichtet werden, da nur der 4C-Gehalt und nicht die spezif. Aktivitat interessierte. 
Diese Vereinfachung des Trennverfahrens!® war méglich, da jeweils nur Purine 
(bei Angebot von C-Adenin) oder Pyrimidine (bei Verwendung von 'C-Uracil) 


20 G. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
2. C, M. Higgins u. R. M. Anderson, Arch. Pathol. 12, 186 [1931]. 
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markiert waren. Das gleiche galt fiir die Nucleosid-Fraktionen, die jeweils nu: 
MC-haltiges Cytidin und Uridin bzw. Adenosin und Guanosin enthielten. Dic 
weitere Auftrennung der Nucleoside erfolgte papierchromatographisch, und zwa: 
bei Cytidin-Uridin mit dem Isopropylalkohol-HCl-System von Wyatt?®, bei 
Adenosin-Guanosin mit n-Butanol-NH,??. Da die Nucleosid-Mengen zur Lokali- 
sation der Mlecken im Chromatogramm nicht ausreichten, wurde jeweils stabiles 
Uridin und Cytidin bzw. Adenosin und Guanosin als Trager zugesetzt. 


Zusammenfassung 


Es wurde der in-vitro-Einbau von Uracil-[2-C] in mehrere Frak- 
tionen der Ribonucleinsiure (RNA) der Zellkerne von Ehrlich-Ascites- 
tumorzellen untersucht. Erginzend wurden analoge in-vitro-Versuche 
mit Schnitten aus normaler und aus regenerierender Leber der Ratte 
durchgefiihrt; hierbei wurde als Vorstufe angeboten. 
Aus den Ergebnissen geht hervor, daB sich die Kern-RNA aus ver- 
schiedenen Fraktionen zusammensetzt, die sich hinsichtlich ihres Stoff- 
wechsels unterscheiden. Dieses Verhalten ist unterschiedlich in ,,ru- 
henden“ und in proliferierenden Zellen. Nur fiir einen geringfiigigen Teil 
des untersuchten Einbaues lief sich eine Endgruppenreaktion an bereits 
vorhandener RNA nachweisen. 


Summary 


The incorporation of uracil-2-“C in vitro into several fractions of the 
ribonucleic acid (RNA) in the nuclei of Ehrlich ascites tumour cells was 
investigated. In addition, similar experiments were performed with 
slices from normal and from regenerating rat liver; in this case orotic 
acid-2-"C was used as a labeled precursor. From the results it can be 
seen that the nuclear RNA consists of several fractions which differ in 
their metabolism. The metabolic response is different in ,,resting‘’ and 
in proliferating cells. A terminal attachement to the RNA could be 
observed only for a very small part of the incorporation. 


Priv. Doz. Pr. E. Harbers, Institut fiir Medizinische Physik und Biophysik 
der Universitat, Gottingen, Gosslerstr. 10. 


22 W.S. MacNutt, Biochem. J. 50, 483 [1952]. 
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nu: 
Dic 
Herstellung von Tri-[ N-acetyl ]-chitotriose-[#H| 
piles und deren Spaltung durch Lysozym * 
Von 
Martin Wenzel, Hans-Peter Lenk und Ernst Schiitte 
-ak- Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
tes- Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 
che (Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1961) 
fen. Schiitte und Krisch! berichteten 1958 iiber die Darstellung und 
yer- Eigenschaften eines aus Micrococcus lysodeicticus hergestellten Lysozym- 
off- Substrates. In der Zwischenzeit wurden verschiedene Bausteine dieses 
ru- hochmolekularen Substrates in ihrer Konstitution aufgeklart und Még- 
lichkeiten ihrer Verkniipfung diskutiert?)*. 
eits Da auch diese Untersuchungen kein Lysozym-Substrat bekannter 
Konstitution lieferten, versuchten wir als niedrigmolekulares, definiertes 
Substrat fiir Lysozym die acetylierten Oligosaccharide des Glucosamins 
einzusetzen. Die Herstellung dieser Verbindungen durch Depolymeri- 
sation von Chitosan und Acetylierung haben wir bereits beschrieben ‘. 
ies rientierende qualitative Versuche zeigten in ereinstimmung mit 
ith den Versuchen von Salton und Ghuysen®, daB diese Oligosaccharide 
durch Lysozym gespalten werden kénnen®. 
‘ia Damit gelang es erstmalig, fiir das Ferment Lysozym ein Substrat 
i. zu finden, dessen chemische Konstitution genau bekannt ist. 
id Ziel der vorliegenden Arbeit sollte sein, die Spaltung dieser Ver- 
in bindungen durch Lysozym quantitativ zu verfolgen und dabei gleich- 


zeitig Parallelen zum Wirkungsmechanismus des Lysozyms gegentiber 
seinem natiirlichen Substrat, der Bakterienzellwand, z. B. des Micro- 
sik coccus lysodeicticus, aufzuzeigen. 


Da eine kolorimetrische Bestimmung der Oligosaccharide des Acetylglucos- 

amins mit verschiedenem Polymerisationsgrad — auch nach Chromatcgraphie — | 
z. B. nach Morgan und Elson recht unsicher ist, entschieden wir uns fiir eine 
radiochemische Bestimmungsmethode. Eine Markierung der Oligcsaccharide 


* Mit Unterstiitzung durch das Bundesministerium fiir Atomkern- 
energie und Wasserwirtschaft. 
- E. Schiitte u. K. Krisch, diese Z. 311, 121 [1958]. 
H. R. Perkins u. H. J. Rogers, Biochem. J. 72, 647 [1959]. 
J.M.Ghuysen, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 47, 561 [1961]. 
H. P. Lenk, M. Wenzel u. E. Schiitte, diese Z. 326, 116 [1961]. 
M.R.J.Saltonu.J.M. Ghuysen, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ] 


36, 552 [1959]. 
6 H.P. Lenk, M. Wenzel u. E. Schiitte, Naturwissenschaften 47, 516 


2 
3 
4 
5 


[1960]. 


14 M. Wenzel, H.-P. Lenk und E. Schitte, Bd. 327 (1961) 


innerhalb ihrer C-Atom-Kette mit “C war nicht zu erreichen, da die Oligosaccharide 


durch partielle Hydrolyse von Chitosan hergestellt wurden. Wir griffen daher aut 


das — gerade bei komplizierten Naturstoffen — bewahrte unspezifische Mar. 
kierungsverfahren mit 9H nach Wilzbach zuriick’. 


Das Trimere des N-Acetyl-glucosamins, Tri-| N-acetyl ]-chitotriose 
(im folgenden Trisaccharid genannt) wurde durch Inkubation mit Tri- 
tium-Gas in einer sehr einfachen und vielfach erprobten Apparatur mit 
3H markiert®. 


Die Reinigung der Verbindung bereitete Schwierigkeiten, da 
selbst durch wiederholtes Umfallen des markierten Trisaccharids kein 
radiopapierchromatographisch einheitliches Produkt zu erhalten war, 
obwohl die spezifische Aktivitat konstant blieb (vgl. Abb. 1). Daher 
wurde die gesamte umkristallisierte Menge auf Schleicher & Schiill- 
Papier 2043a aufgetragen, sechsfach chromatographiert und die Akti- 
vitétsmaxima mit einem speziellen Doppelzaihlrohr® bestimmt. Nach der 
Identifizierung mit inaktivem Material wurde das reine *H-markierte 
Trisaccharid eluiert. Mehrere Kontrollen zeigten die Einheitlichkeit des 
so erhaltenen Produktes (vgl. Abb. 2, oben). 


| T | 
V | | 
= 1000 tH 
| | | 
| | 
Q2 04 06 08 10 


Abb. 1. Aktivitaétsverteilung eines Papierchromatogrammes von *H-Trisaccharid 
(Tri) vor der chromatographischen Abtrennung der radioaktiven Verunreinigung 
(V). (6fach-Chromatographie auf Papier Schleicher & Schiill 2043a). 


Die Stabilitat von Tri-[N-acetyl]-chitotriose- [H] 
Tri-[ N-acetyl ]-chitotriose hat folgende Konstitution: 


CHyOH CHyOH 
wre on oH Hf 

COCK, COLH, COCH, 


7 K.E. Wilzbach, US. Government Document TID-7578, s. auch K. E. 
Wilzbach, J. Amer. Chem. Soc. 79, 1013 [1957]. 

8 M. Wenzel, H. Wollenberg u. P. E. Schulze, Atompraxis 7, 89 [1961]. 
9 M. Wenzel, Atompraxis 7, 86 [1961]. 
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961} 
ride Bei der Wilzbach- Markierung’ wird in statistischer Verteilung ein Teil der 
aut Wasserstoffatome durch Tritium ersetzt*. Jedoch sind nur die am Kohlenstoff 
Mar. sitzenden Tritium-Atome stabil gebunden. Die an Sauerstoff und Stickstoff ge- 
bundenen wurden bei der Reinigung der Verbindung durch Umkristallisation in 
hydroxylgruppenhaltigen Lésungsmitteln entfernt. 
mg Solange also bei irgendwelchen Reaktionen des Trisaccharids keine 
rr - (-3H-Bindungen gelést oder neu gekniipft werden, andert sich der 
mit Tritiumgehalt innerhalb einer Glucosamineinheit nicht, d.h. die Akti- 
vitat pro Mol Glucosamin bleibt konstant. Unter diesen Umstanden ist 
da dann die Aktivitaét ein MaB fiir die Menge an Glucosamineinheiten. Tritt 
ein durch eine Fermenteinwirkung eine Hydrolyse der glykosidischen Bin- 
ar, dungen ein, so hat man ein Gemisch von Oligomeren des N-Acety]-glucos- 
her amins vorliegen. Trennt man das Gemisch durch Papierchromatographie 
all- auf und die Radioaktivitat, so kann man also das Ausmaf der Auf- 
cti- spaltung des Trisaccharids bestimmen. 
ler Fir die Stabilitat der C--H-Bindungen des Glucosamins-{*H] in 
rte biologischen Systemen sprechen auch die Versuche von Giinther, 
les Wenzel und Greiling?!® mit Ascites-Tumorzellen. Sie zeigten, daB der 


Stoffwechsel #H-markierten Glucosamins bzw. der entsprechenden Phos- 
phatester dem Stoffwechsel des inaktiven Glucosamins bzw. seiner **P- 

markierten Phosphatester parallel lauft, solange keine C-7H-Bindungen | 
durch Oxydation oder Glykolyse gelést werden. 


Methodik 
Praparate 

Lysozym: Zunachst wurde kaufliches Lysozym (Fluka) verwendet, spater 
wurde es nach Alderton und Fevold! aus Hiihner-Eiern dargestellt. 

Trockensubstanz von Micrococcus lysodeicticus: Kulturen von 
M. lysodeicticus wurden nach Litwack u. Pramer” hergestellt. Die Gewinnung 
des Trockenpulvers erfolgte nach Schiitte und Krisch?. 

Herstellung von 12,9 mg Tri-[.V- 

id acetyl]-chitotriose wurden fein pulverisiert und anschlieBend in einer speziellen 
ng Tritierungs-Apparatur® mit 5 Curie Tritium bei 116 Torr und Raumtemperatur 
24 Tage inkubiert. Danach wurde das Tritium an Uranpulver adsorbiert!*. Das 
markierte Trisaccharid wurde dreimal in Wasser gelést und dieses wieder vor- 
sichtig entfernt, um in dem Produkt labiles 7H wieder gegen 1H auszutauschen. 
Zur Entfernung von Zerstrahlungsprodukten wurde dreimal aus waBriger Lésung 
mit Ather/Athanol 1 : 1 umgefallt. Die spezif. Aktivitat der Verbindung betrug nach 
der ersten Umfallung 69,9, nach der zweiten 54,0 und nach der dritten 56,2 wC/mg. 

Das dreifach umgefallte Produkt wurde in Mengen von etwa 100 y pro Start- 
punkt auf Schleicher & Schiill-Papier 2043a aufgetragen und chromatographiert. 
Die Aktivitaétsverteilung auf dem Papier wurde mit einem Methanstromdoppel- 
zahlrohr® ermittelt und aus dem entsprechenden aktiven Streifen das Trisaccharid 
unter Toluol-Zugabe (gegen Bakterienbefall) mit Wasser eluiert. Das Eluat wurde 


* Anm. b. d. Korr.: Nach H. Simon (Privatmitteilung) erhalt man beim Tri- 
tieren von Glucose oder Fructose nach Wilzbach eine bevorzugte Markierung an 
C-Atom 3 bzw. C-Atom 3 und 4. 

10 Th. Giinther, M. Wenzel u. H. Greiling, diese Z., 326, 212 [1961]. 

q 11 G. Alderton u. H. L. Fevold, J. biol. Chemistry 164, 1 [1946]. 
12 G. Litwack u. D. Pramer, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 290 [1956]. 
13 M. Wenzel, H. Wollenberg u. P. E. Schulze, TTS 66, Tritium Sym- 


j posium der IAEA, Wien, Mai 1961. 


16 M. Wenzel, H.-P. Lenk und E. Schiitte, Bd. 327 (1961) 


eingeengt und rechromatographiert und die Aktivitiétsverteilung wiederum ge 
messen. In den meisten Fallen war nach dieser Prozedur das Produkt frei von radio 
aktiven Verunreinigungen. In allen anderen Fallen wurde die Reinigung durch: 
Papierchromatographie wiederholt. Das so gereinigte Praparat erwies sich selbst 
nach 12facher Chromatographie als einheitlich. Mit Ninhydrin war es nicht an- 
farbbar. 

Wir erhielten auf diese Weise 9,1 mg Tri-[-acetyl]-chitotricse-[?H] mit 
einer spozif. Aktivitaét von 56 uC/mg. 

Fermentansatze 

Jeweils 50—100y entsprechend 3—6 uC, 
wurden in einem Mikroréhrehen in 100 ul Phosphatpuffer vom entsprechenden 
pH-Wert gelést und mit 504] einer Lysozymlésung versetzt. Als bakteriosta- 
statisches Mittel wurde ein Trépfchen Toluol zugefiigt. Zur Herstellung der Lyso- 
zymlésung wurden 100 mg Lysozym in 35 ml 0,2proz. NaCl-Lésung geschiittelt 
und vom Unléslichen abfiltriert. Der lésliche Anteil des Lysozyms wurde nach 
Kjeldahl im Filtrat ermittelt. 1 m/ der Enzymlésung enthielt 1,1 mg Lysczym. 

Die Lysozymwirkung auf Micrococcus lysodeicticus bestimmten wir photo- 
metrisch nach Litwack'. Die Fermentlésung wurde wie oben angegeben her- 
gestellt. 
Papierchromatographie 

Die Fermentansitze mit dem aktiven Trisaccharid wurden auf Schleicher 
& Schiill-Papier 2043 a aufgetragen (60—120 yl) und anschlieBend in einem Gemisch 
von Pyridin/n-Pentanol-(2)/Wasser 8: 8:7 aufsteigend chromatcgraphiert. Eine 
gute Trennung war erst nach Mehrfachchromatographie zu erreichen. Dazu wurde 
das normal ausgefiihrte lufttrockene Chromatcgramm mit dem gleichen Lésungs- 
mittel in der gleichen Laufrichtung erneut entwickelt15. 


Aktivitatsmessungen 


Die Aktivitatsverteilung auf dem Papierchromatogramm wurde mit einem 
speziellen Methanstromdoppelzahlrohr mit 2°, MeBausbeute bestimmt. Uber die 
Methodik haben wir an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet®. Das Chromatogramm 
wurde durch das Doppelzahlrohr mit dem Geraét FH 452 (Friesecke & Hoepfner) 
transportiert (120 mm/Stde.) und die Aktivitétsverteilung nach Integration der 
Impulse (FH 49) mit einem Linienschreiber aufgezeichnet. Der prozentuale Anteil 
der Trisaccharid-Fraktion an der Gesamtaktivitat wurde durch Wagen der den 
einzelnen Fraktionen entsprechenden Flachen der auf dem Papier gezeichneten 
Akti~itatsverteilungskurve bestimmt. Die einzelnen MeBwerte unterliegen einem 
mittleren Fehler von + 6°,. 

Die spezif. Aktivitaét des Praparates wurde auf dem Aluminiumschilchen bei 
einer Schichtdicke von 0,5 y/cm? in einem Methanstromzahlrohr FH 407 der Firma 
Friesecke & Hoepfner nach Rydberg?® gemessen. Die Zaihlausbeute betragt dabei 
45°,,. Der bei dieser Methodik resultierende mittlere Fenler von +6°, wurde in 
diesem Falle etwas iiberschritten. Die Ursache ist darin zu suchen, daB wir der 
geringen zur Verfiigung stehenden Trisaccharid-Menge wegen die Einwaagen zur 
Messung der spezif. Aktivitat auf etwa 100 7 beschrankt haben. 


Ergebnisse 


Die Spaltung von Tri-[N-Acetyl]-chitotriose durch Lysozym 


Inkubiert man Trisaccharid mit Lysozym bei 37°, so findet man eine 
Spaltung des Trisaccharids, wahrend der gleiche Ansatz mit inaktiviertem 
(45 Min. auf 100°) oder ohne Enzym keine Spaltung zeigt. Durch Drei- 
a G. Litwack, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 401 [1955]. 


15 H. P. Lenk, Z. analyt. Chem. 184, 107 [1961]. 
16 J. Rydberg, Acta chem. scand. 12, 399 [1958]. 
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fachchromatographie des Ansatzes konnten wir nachweisen: restliche 
Tri-| N-acetyl ]-chitotriose, N-Acetyl-glucos- 
amin und ein weiteres Spaltprodukt X, das wir bisher nicht identifizieren 
konnten* (Abb. 2). Es trat ausnahmslos in allen Versuchen auf. Daran 
dinderte sich auch nichts, wenn andere Lysozympraparationen eingesetzt 
wurden. 


1500 


750 


Imp 
2 


Abb. 2. Spaltung von #H-Trisaccharid durch Lysozym (24 Stdn. bei 37° und pH 6,8). 
Radiopapierchromatogramme; oben: Vergleichsansatz ohne Lysozym; Tri = Tri- 
saccharid, Di = Disaccharid; X = nicht identifiziertes Spaltprodukt, A = V-Acety]- 
glucosamin, G = Lage des Glucosamins (Ninhydrinfarbung) im Mischchromato- 
gramm. (Dreifachchromatographie auf Schleicher & Schiill-Papier 2043 a.) 


Das Produkt X ist chromatographisch nicht mit Glucosamin iden- 
tisch, sondern hat einen héheren R r-Wert (Abb. 2), was auch im Misch- 
chromatogramm bestatigt wurde. Danach kann es auch keines der 
Oligomeren des Glucosamins darstellen, da diese niedrigere Rr-Werte 
besitzen. 

Die Beobachtung der Substanz X steht in Ubereinstimmung mit 
Versuchen an kolloidalem Chitin, das durch Lysozym hauptsachlich zu 
teilweise N-acetylierten héheren Oligosacchariden des Glucosamins, 
aber auch zu N-Acetyl-glucosamin und einem Produkt aufgespalten wird, 
dessen R r-Wert zwischen dem des Glucosamins und dem des N-Acetyl- 
glucosamins liegt?’. 

Solange wir tiber die Natur dieses Spaltproduktes nichts wissen. 
kénnen wir iber das Ausmaf8 der Spaltung nur mit diesem Vorbehalt 
berichten. So haben wir auch bei quantitativen Angaben der Trisaccharid- 


* Auch dieses Ergebnis hat uns davon abgehalten, die quantitativen Unter- 
suchungen iiber die Spaltung des Trisaccharids kolorimetrisch nach Morgan und 
Elson zu verfolgen, da wir fiir die Substanz X naturgemaB keine Eichkurve auf- 
stellen kénnen. 

17 H. P. Lenk, Diplomarbeit, Freie Univ. Berlin 1961. 
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spaltung immer das Verschwinden des Substrates als Mab fiir die Spal- 
tung angegeben und nicht die Menge eines Spaltproduktes. 

Spaltet man das *H-markierte Trisaccharid mit Lysozym bei 37° 
und bei verschiedenen pH-Werten, so zeigt sich eine pH-Abhangigkeit 
der Hydrolyse gemaB Abb. 3. In Ubereinstimmung mit den Angaben 
tiber das pH-Optimum der Lysozymwirkung gegentiber Micrococcus 
lysodeicticus'® findet man auch bei diesen Versuchen das pH-Optimum 
bei pH 5. 


100 


A(24Stdn) 


% 
° 


§ 


20 
J 4 ~ 6 7 i] 5 ? 10 
pH 10° [Mol/|] 
Abb. 3 Abb. 4 


Abb. 3. Ausma8B der Spaltung von *H-Trisaccharid durch Lysozym nach 5!/, Stdn. 
bei 37° und bei verschiedenen pH-Werten. 


Abb. 4. Hemmung der fermentativen Spaltung von #H-Trisaccharid durch ver- 
schiedene Konzentrationen von .V-Acetyl-giucosamin (A) bzw. Glucosamin (G). 
Ordinate: °,, aufgespaltenes Trisaccharid. 


Da N-Acetyl-glucosamin als Spaltprodukt der Trisaccharid-Spaltung 
auftritt, versuchten wir die Reaktion durch N-Acetyl-glucosamin zu hem- 
men. Alle Hemmversuche fiihrten wir bei pH 5, dem pH-Optimum des 
Lysozyms durch. Unsere Annahme einer Hemmung durch das Reaktions- 
produkt wurde bestatigt, wie die Kurven A in Abb.4 zeigen. Die Hem- 
mung wird mit steigender Konzentration an V-Acetyl-glucosamin starker ; 
so bewirkt die relativ hohe Konzentration von 0,1 Mol/l nach 51/,stdg. In- 
kubation eine 50proz. Hemmung der Hydrolyes durch Lysozym gegen- 
iiber der Kontrolle. Glucosamin hemmt dagegen die Trisaccharid-Spal- 
tung fast gar nicht (vgl. Abb. 4, Kurve G). Wir sehen darin einen wei- 
teren Beweis dafiir, daB das Spaltprodukt X nicht Glucosamin sein kann. 


18 K. Meyer u. E. Hahnel, J. biol. Chemistry 168, 723 [1946]. 
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Abb. 5. Extinktionsinderung einer 
Suspension von Trockenpulver des 
Micrococcus lysodeicticus bei der Kin- fsus 
wirkung von Lysozym bei pH 6,2 und 

22° mit (A) und ohne (K) Zugabe von 025 


N-Acetyl-glucosamin (Endkonzentra- 
tion 0,155m). Wurde statt des N-Ace- 
tyl-glucosamins freies Glucosamin zu- 
gesetzt, so ergab sich keine Abwei- 
chung von der Kontrollkurve (K). 020 


60 120 180 200 500 


Unsere Untersuchungen an dem niedrigmolekularen Substrat tiber 
die Hemmung durch N-Acetyl-glucosamin werden durch Versuche mit 
Trockenpulver des Micrococcus lysodeicticus bestatigt. Auch hier zeigt 
sich deutlich eine Hemmung durch N-Acetyl-glucosamin und die feh- 
lende Hemmung durch Glucosamin (Abb. 5). In beiden Fallen wurde ent- 
sprechend der Vorschrift von Litwack"™ bei pH 6,2 gearbeitet. Die 
Endkonzentration an N-Acetyl-glucosamin bzw. Glucosamin war in den 
beiden Hauptansatzen 0.155 Mol/I. 


Frau Helga Metzdorfdanken wir fiir ihre fleiBige und interessierte Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Uniform mit 3H markierte Tri-| N-acetyl ]-chitotriose wird durch die 
Inkubation mit Tritium-Gas nach Wilzbach hergestellt, durch Umfallen 
und durch Papierchromatographie gereinigt (spezif. Aktivitat 56 wC mg). 

Dieses radioaktive Trisaccharid wird durch Lysozym zu Di-{.V- 
acetyl |-chitobiose und N-Acetyl-glucosamin gespalten. AuBerdem tritt 
ein bisher nicht identifiziertes Spaltprodukt auf, das nicht mit Glucos- 
amin identisch ist. 

Das pH-Optimum der Lysozymwirkung gegenitiber dem Trisaccharid 
liegt bei pH 5. 

Die Trisaccharid-Spaltung laBt sich durch V-Acetyl-glucosamin 
hemmen, jedoch nicht durch Glucosamin. 

In gleicher Weise ist die Spaltung einer Suspension von Trocken- 
pulver des Micrococcus lysodeicticus durch Lysozym durch Zugabe von 
N-Acetyl-glucosamin hemmbar, nicht jedoch durch Glucosamin. 


Summary 


Generally labelled [H*]tri-(N-acetyl)-chitotriose, prepared by in- 
cubation with tritium gas after the method of Wilzbach, was purified 
by precipitation and paper chromatography (specific activity 56 uC mg). 
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2). Tri-[N-acety]|-chitotriose-[H | und Spaltung durch Lysozym Bd. 327 (1961) 


This radioactive trisaccharide is hydrolysed to di-(N-acetyl)-chito- 
biose and N-acetyl-glucosamine by lysozyme. There is also an unidenti- 
fied cleavage product, which is not glucosamine. 

The optimum pH of lysozyme action on the trisaccharide is 5. 

Cleavage of the trisaccharide is inhibited by N-acetyl-glucosamine, 
but not by glucosamine. 

Similarly, the hydrolysis of a suspension of dried Micrococcus lyso- 
deicticus by lysozyme is inhibited by N-acetyl-glucosamine, but not by 
glucosamine. 


Prof. Dr. Dr. Ernst Schiitte, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Weitere Untersuchungen 
iiber die Permeabilitat von Kieselsiure 


Von 
Erika Balke und Klaus Krisch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat GieBen 


Direktor: Prof. Dr. Hj. Staudinger 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1961) 


Vor kurzem haben wir iiber die Verteilung und Permeabilitat von 
oligomerer Kieselsiure in Leberschnitten der Ratte berichtet!. Dabei 
hatte sich gezeigt, daB die Kieselsdéure einen Verteilungsraum von 92°, 
des Gesamtwassers einnimmt und relativ schnell in beiden Richtungen 
durch die Leberzellmembranen permeieren kann. Es ergab sich hieraus 
die Frage, ob dieser Befund auch fiir andere Organe und Zellarten zu- 
trifft. In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse zur Verteilung von 
Kieselséure und Inulin in Skelettmuskel, Herz, Diaphragma, Lunge, Milz 
und in Erythrocyten von Ratten mitgeteilt. 


Methodik 


Die Versuche wurden, wenn nicht anders erwahnt, in dem von Burck und 
Netter? angegebenen, hydrogencarbonatgepufferten Medium ,,C 2°* durchgefiihrt. 
das mit einem Gemisch von 90°, O, und 10°,, CO, durchstrémt wurde (pH 7,4). 

Das analytische Verfahren zur Bestimmung der Kieselsaure und die Berech- 
nung des Kieselsiureverteilungsraumes wurde friiher von uns? beschrieben. Die 
Kieselsiurekonzentration im Puffer betrug 12,5 mg®,,. 

Um zu verhindern, da8 Lungenschnitte im Puffermedium schwimmen und 
dadurch groBe Teile des Schnittes nicht mit dem Medium in Kontakt kommen, 
wurde aus den Lungen mit der Wasserstrahlpumpe die Luft abgesaugt, so daB sie 
volistandig kollabierten. 

Die Verteilung der Kieselsiure in Erythrocyten wurde indirekt wie folgt 
bestimmt: Blut von 2 Ratten je Versuch wurde in paraffinierten, heparinisierten 
Porzellanschalchen aufgefangen und 10 Min. bei 3000U./Min. zentrifugiert, das 
Plasma abgesaugt, zum Sediment 4 ml Krebs-Ringer-Medium pipettiert (pH 7.4). 
vorsichtig geschiittelt, wieder 10 Min. zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. 
Fiir Leer- und Vollversuch wurden je nach Menge des vorhandenen Blutes 0,5 
bis 1,0 ml Sediment im Verhaltnis 1:1 oder 1:2 mit Krebs-Ringer-Medium (Kiesel- 
siurekonzentration hier 10,0 mg®,,) 60 Min. in der Warburg-Apparatur bei 37° 
inkubiert, dann das Ganze 15 Min. zentrifugiert und ein aliquoter Teil des Uber- 
standes wie iiblich auf Kieselsiure untersucht. Bei der Auswertung der Ergebnisse 
wurde beriicksichtigt, da8 im Sediment ein extrazellularer Raum von 3°, entsteht, 
wie aus weiter unten beschriebenen Untersuchungen mit Inulin hervorging. 

Die Bestimmung des Inulinraumes wurde, wie auch in unserer friiheren 
Arbeit! nach Wahler® durchgefiihrt. Diese Methode liefert zuverlaissige Werte, 
sofern man die Inulinkonzentrationen so hoch wahlt (200 mg®,,), daB die Gewebs- 
Leerwerte nicht mehr als 10°, der Vollwerte betragen. Gleichzeitig konnten wir 
die Leerwerte durch 24- bzw. 48stdg. Hungern der Ratten herabsetzen. Der Anteil 


1 K. Krisch, diese Z. 320, 258 [1960]. 
2 H.C. Burck u. H. Netter, Klin. Wschr. 88, 359 [1960]. 
3 B. E. Wahler, diese Z. 306, 84 [1956]. 
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extrazellulirer Fliissigkeit im Sediment zentrifugierter Erythrocyten wurde eben- 
falls durch die Verteilung von zugesetztem Inulin bestimmt. Da der Leerwert des 
Sedimentes jedoch sehr hoch war, wurde der Raum aus dem Uberstand durch Ver- 
diinnung zugesetzten Inulins ermittelt; Blut von 8 Ratten wurde, wie zuvor be- 
schrieben, aufgefangen und das Plasma nach 10 Min. Zentrifugieren (3000 U./Min.) 
abgesaugt. Dann wurde das Sediment zweimal mit je 4 ml Krebs-Ringer-Medium 
gewaschen (vorsichtig geschiittelt, zentrifugiert und abgesaugt). In Warburg- 
GefaBen wurde das Sediment mit hinzugefiigtem Puffer (2:1) fiir Leerwerte, bzw. 
Puffer + 100 mg®,, Inulin 60 Min. bei 37° inkubiert, 15 Min. zentrifugiert und ein 
aliquoter Teil des Uberstandes auf Inulin untersucht. 


Ergebnisse 

In Ergainzung unserer friiheren Arbeit mit Rattenleberschnitten 
haben wir zunachst gepriift, ob eine Verbesserung der Inkubations- 
bedingungen irgend einen Einflu®B auf die Verteilung von oligomerer 
Kieselséure hat. Es wurde vor kurzem darauf hingewiesen?, daB Gewebs- 
schnitte (gemessen an Wasseraufnahme und Stickstoffverlust) in hy- 
drogencarbonatgepufferten substratangereicherten Medien weniger ge- 
schadigt werden als in Krebs-Ringer-Phosphatpuffer. Es war die Frage, 
ob diese Faktoren auch die Permeabilitaét der Zellen fiir Kieselsiure ver- 
andern kénnen. Wir haben daher den Kieselséure-Verteilungsraum in 
verschiedenen von Burck und Netter? angegebenen Medien, sowie 
auch in Gegenwart von Serum-Proteinen gepriift. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 1 zusammengestellt. 


Tab. 1. Wassergehalt und SiO,-Verteilungsraum an Rattenleberschnitten in ver- 
schiedenen Medien. 


Wassergehalt SiO,-Verteilungsraum 
Medium nach Inkubetion (in (°°, 

A3 isotonisch .... 80,9 98,4 
A3 isotonisch .... 81,4 97,0 
C2 hypertonisch. . . 94,9 
C2 hypertonisch. . . 76,5 96,5 
C2+0,5% Serum. . 77,8 88,4 
C2+0,5% Serum. . 77,4 96,5 
Krebs-Ringer. . . . . 81,7 + 0,62* 91,8 + 1,51* 


* Werte nach 1. 


Aus Tab. 1 geht hervor, das unabhangig von der Art des Mediums der 
Kieselsiureverteilungsraum im Rahmen der methodischen Fehlerbreite 
in den von Burck und Netter angegebenen Medien gleiche Werte er- 
gibt, wie friher von uns nach Inkubation in Krebs-Ringer-Phosphat- 
puffer gefunden worden war. Die Aussage, daB oligomere Kieselsaéure 
sich zu tiber 90°% im Gesamtwasser von Leberschnitten verteilt, ist damit 
auch unter diesen Bedingungen in vollem Umfang bestatigt worden. 

Wir haben unsere Untersuchungen zur Verteilung von oligomerer 
Kieselsdiure in Gewebsschnitten dann auf weitere Organe der Ratte aus- 
gedehnt und die in Tab. 2 aufgefiihrten Ergebnisse erhalten. Als Mab 
fiir die GréBe des extrazelluliren Raumes wurde auch hier der Inulin- 
Verteilungsraum jeweils mitbestimmt. Als Bezugssystem wurde, wie in 


! 
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der vorigen Arbeit, das Gesamtwasser der Schnitte gewahlt; ein Ver- 
teilungsraum von 100%, bedeutet dann, daB nach Einstellung des Ver- 
teilungsgleichgewichtes im Gesamtwasser des Schnittes die gleiche Kon- 
zentration wie im umgebenden Medium herrscht. 

Die angegebenen Daten sprechen dafiir, daB sich oligomere Kiesel- 
sdure in den untersuchten muskulésen Geweben (Zwerchfell, Herz, 
Skelettmuskel) ebenfalls vollstandig auf das Gesamtwasser der Schnitte 
verteilt. Da der SiO,-Verteilungsraum beim Zwerchfell und Herz sogar 
etwas tiber 100°, liegt, konnte man méglicherweise an eine gewisse An- 
reicherung durch Adsorption in diesen Organen denken. Allerdings ist 
gerade im Zwerchfell und Herz auch die Standardabweichung der Werte 
relativ groB, so daB wir noch gewisse Vorbehalte haben, ob man auf 
Grund dieser Werte (116,6 bzw. 110,0°% SiO,-Verteilungsraum) eine 
Adsorption schon als bewiesen ansehen kann. 

Auch in den intrazelluliren Raum der Lunge vermag oligomere 
Kieselséure weitgehend einzudringen. Immerhin deutet der Wert von 
83,3°%, darauf hin, daf ein kleinerer Teil der Zellen in der Lunge fiir 
Kieselséure nicht permeabel sein kénnte. 

Interessant ist das Verhalten der Milz, die als einziges von den 
untersuchten Organen einen SiO,-Verteilungsraum von nur 39°, auf- 
weist. Man muB also annehmen, dab die Kieselséure in den gréBten Teil 
der Zellen oder Strukturelemente, aus denen sich das Milzgewebe zusam- 
mensetzt, nicht oder nur sehr langsam eindringen kann. Es interessiert 
in diesem Zusammenhang auch das Verhalten der Erythrocyten, da die 
Milz als relativ blutreiches Organ angesehen werden kann. Wir fanden 
jedoch, daB unter unseren Versuchsbedingungen oligomere Kieselsaéure 
innerhalb einer Stunde praktisch vollstandig in gewaschene Ratten- 
erythrocyten eindringt (Tab. 2). Offenbar ist also der niedrige 
SiO,-Verteilungsraum der Milz nicht durch das Verhalten der Erythro- 
cyten zu erklaren. Kine Aussage, welche Zellart (Reticulumzellen, Lym- 
phocyten) nun impermeabel fiir Kieselsdure ist, kann auf Grund dieser 
Methodik natiirlich nicht gemacht werden. 

Wie erwahnt, dringt unter unseren Versuchsbedingungen oligomere 
Kieselsiure bei 37° innerhalb einer Stunde praktisch vollstandig in 
Rattenerythrocyten ein. Demgegentiber haben Baumann‘? in vivo nach 
oraler Belastung mit Kieselsiure und Friedberg® langsamere Per- 
meationsgeschwindigkeiten von SiO, in die Erythrocyten gefunden. So 
fand Friedberg bei 4° praktisch keine Permeation, bei 37° ein lang- 
sames Eindringen von Kieselséure tiber Stunden in isolierte Rinder- und 
Pferdeerythrocyten. Es sei dahingestellt, ob bei 37° eine Membran- 
schadigung isolierter Erythrocyten, wie Friedberg annimmt, eine Rolle 
spielt oder wie diese Unterschiede sonst zu erklaren sind. 


4 H. Baumann, diese Z. 320, 11 [1960]. 

5 K. D. Friedberg, Beitr. Silikoseforsch., Grundfragen aus d. Silikose- 
forsch., Bd. II, S. 384 [1956]; K. D. Friedberg u. I. Bratka, Unveréffent- 
lichte Untersuchungen. 


: 
] 
] 
1 
J 


Bd. 327 (1961) Permeabilitat von Kieselsiure 25 


Diskussion 


Die angefiihrten Befunde zeigen, daB sich oligomere Kieselsdure in 
den meisten untersuchten Organen (Leber, Zwerchfell, Herz, Skelett- 
muskel, Lunge) ziemlich gleichmaBig auf extra- und intrazelluléren 
Raum verteilt. Auch fiir die Niere liegt ein ahnlicher Befund von Row- 
sell und Leonard® vor. Die Ergebnisse mit diesen Organen diirfen aber 
keineswegs verallgemeinernd auf das Verhalten der verschiedenen ein- 
zelnen Zellarten, aus denen sich ein Gewebe zusammensetzt, ausgedehnt 
werden; denn die Bestimmung des SiO,-Verteilungsraumes mit dieser 
Methode kann natiirlich nur einen Querschnitt tiber das Verhalten der 
Gesamtzellpopulation eines Organs geben, ohne Aussagen iiber das Ver- 
halten einzelner Zellarten machen zu kénnen. So kénnte es beispielsweise 
sein, daB die Kupferschen Sternzellen in der Leber keine Kieselsaure auf- 
nehmen. Da diese aber nur einen geringen Prozentsatz des Leberparen- 
chyms ausmachen, wiirde dies im Rahmen der Fehlerbreite unserer 
Methodik tibersehen werden. Liegt jedoch ein weit kleinerer Verteilungs- 
raum, wie z. B. bei der Milz von 39° vor, so muB man daraus schlieBen, 
daB in den gr6éBten Teil der Zellen dieses Organes die Kieselsdure er- 
heblich langsamer oder gar nicht einzudringen vermag. Da wir fiir die 
Lunge einen Verteilungsraum von nur 83°, fanden, ist auch fiir dieses 
Organ anzunehmen, dafs bestimmte Zellen nicht oder wenig permeabel 
fiir oligomere Kieselsiure sind. Immerhin sind unsere Befunde fiir die 
.,Léslichkeitstheorie“ der Silikose deswegen von Bedeutung, weil 
bisher auf Grund der Ergebnisse mit einzelnen Organen oft falschlich 
verallgemeinernd angenommen worden war, alle Zellen seien generell 
fiir Kieselsiure permeabel. Da dies auf Grund der hier mitgeteilten 
Untersuchungen nicht aufrecht erhalten werden kann, ist eine Reihe 
von Einwanden gegen die ,,Léslichkeitstheorie** nicht mehr stichhaltig. 

Der Bergbau-Berufsgenossenschaft, Bochum, sowie der Deutschen 


Forschungsgemeinschaft sei fiir die groBziigige Unterstiitzung unserer Arbei- 
ten auch an dieser Stelle herzlich gedankt. 


Zusammenfassung 


Es wurde die Permeabilitat von oligomerer Kieselséure in Dia- 
phragma, Herz, Skelettmuskel, Lunge, Milz und Erythrocyten von 
Ratten untersucht. 

In den muskulésen Organen hatte sich nach 60 Min. Inkubation ein 
praktisch vollstandiger Konzentrationsausgleich zwischen AuBenmedium 
und Gesamtwasser der Schnitte eingestellt. Auch in Erythrocyten dringt 
SiO, in dieser Zeit vollstandig ein. Diese Zellen sind also fiir oligomere 
Kieselsaure frei permeabel. 


6 E. V. Rowsell u. R. A. Leonard, Biochem. J. 66, 3P [1957]. 
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Fiir die Lunge fanden wir unter gleichen Bedingungen einen SiQ,- 
Verteilungsraum von 83°, und fiir die Milz von 39%. Daraus folgt, daB 
bestimmte Zellarten offenbar nicht oder nur langsam fiir oligomere 
Kieselsiure permeabel sind. 


Summary 


Permeability to oligomeric silicic acid has been studied in the dia- 
phragm, heart, skeletal muscle, lungs, spleen and erythrocytes of rat. 


In the muscular tissues, the concentration of silicic acid in the 
total water of the tissue slices was practically the same as that in the 
medium after 60 min. incubation. In the same time, SiO, also completely 
penetrates erythrocytes. These cells are therefore completely permeable 
to silicic acid. 


Under the same conditions, the SiO, space was 83% for lung 
and 39%, for spleen. Thus, certain cells are impermeable or only slowly 
permeable to oligomeric silicic acid. 


Dr. Klaus Krisch, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, GieBen, 
Friedrichstr. 24. 
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Uber die Wirkungen von Ergosterin-Bestrahlungsprodukten 
auf Aconitat-Hydratase' * 
Von 


Ernst-Erich Bruchmann 


Aus dem Vitaminlaboratorium des Instituts fiir Girungsgewerbe, Berlin 
Wissenschaftlicher Direktor: Prof. Dr. B. Drews 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. August 1961) 


Bei der pharmakologischen Austestung von Produkten der Ergo- 
sterin-Photoisomerisierung zeichnen sich zwei voneinander verschiedene 
Effekte ab: eine antirachitische und eine hypercalcimische (= anti- 
tetanische = Gift-)Wirkung. Konstitutionschemisch ist das Auftreten 
der antirachitischen Wirkung an das Vorhandensein einer freien Hy- 
droxylgruppe im tricyclischen Skelett am C-Atom 3 sowie von 3 konju- 
gierten Doppelbindungen in bestimmter Lage gebunden?. Zur Hervor- 
rufung einer hypercalcimischen Wirkung geniigen schon 2 konjugierte 
Doppelbindungen in dem tricyclischen System?. Wahrend als eine még- 
liche Ursache der antirachitischen Wirkung die Aktivierung der enzy- 
matischen Freisetzung von organisch gebundenem Phosphat angesehen 
werden kann?, lag eine fermentchemische Erklarungsmdéglichkeit fiir die 
hypercalcdémische Wirkungskomponente bisher noch nicht vor?. Einen 
Hinweis in dieser Richtung ergaben Versuche von De Luca und Steen- 
bock®. Diese Autoren fanden, daB die Citratoxydation der Mitochondrien 
aus Nierenzellen Vitamin-D-arm ernahrter Ratten durch Vitamin D, 
gehemmt wird. Wenn auch hierbei die Vitamin-D-Wirkung nicht auf 
ein gereinigtes Enzym lokalisiert werden konnte, wurde doch erstmalig 
ein enzymchemischer Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Wirkung und 
Citratstoffwechsel aufgezeigt, der eine Erklarungsméglichkeit fiir die 
hypercaleémische Wirkungskompunente von Ergosterin-Bestrahlungs- 
produkten bietet. Durch Hemmung des Citratabbaues mittels Vitamin D 
kénnte es zu einer Anhaéufung von Citronenséure kommen, die durch 
Komplexbildung unlésliches Calcium in lésliches Serumcalcium iiber- 
fiihren und so eine Hypercalcémie verursachen kénnte. 

* Systemat. Name: Citrat-(Isocitrat-)Hydro-Lyase (4.2.1.3.), friihere Be- 
zeichnung: Aconitase; vgl. Report of the Commission on Enzymes of the Inter- 
national Union of Biochemistry, I. U. B. Sympos. Series 20, Pergamon Press, 
Oxford 1961. 

1 Vorlaufige Mitteilungen: E.-E. Bruchmann, Naturwissenschaften 45, 367 
[1958]; 46, 608 [1959]; 48, 525 [1961]. 

2 H. Lettré, H. H. Inhoffenu. R. Tschesche, Uber Sterine, Gallensauren 
und verwandte Naturstoffe, 2. Aufl., Bd. I, S. 198, Verlag F. Enke, Stuttgart 1954. 

3-H. F. De Luca u. H. Steenbock, Science [Washington] 126, 258 [1957]; 
H. F. De Luca, F. C. Gran u. H. Steenbock, J. biol. Chemistry 224, 201 [1957]. 
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Die Aufgabe der im folgenden beschriebenen Versuche sollte es sein 
festzustellen, welches Teilferment des Citratabbaues durch Ergosterin- 
Bestrahlungsprodukte gehemmt wird. Als Untersuchungsobjekt inter- 
essierte hierbei besonders Aconitat-Hydratase, da diese in der Kette 
der citratabbauenden Enzyme Citronenséiure unmittelbar angreift. 
Neben Versuchen mit tierischer Aconitat-Hydratase, die fiir die Er- 
klarung der pharmakologischen Wirkungen von Ergosterin-Bestrah- 
lungsprodukten bedeutungsvoll erschienen, wurden die Experimente 
auch auf Aconitat-Hydratasen aus Mikroorganismen ausgedehnt. Diese 
beanspruchten insofern Interesse, als sich daraus vielleicht Anhalts- 
punkte fiir eine etwaige fermentchemische Funktion der Ergosterin- 
Photoisomerisierung im Stoffwechsel von Hefen und Schimmelpilzen 
ergeben kénnten. 


Methodik 


Rohextrakte: 20g Schweineherz (in kleinen Wiirfeln) wurden mit 
40 m/ Wasser im Esge-Mixgerait 3 Min. unter Kiskiihlung homogenisiert und bei 
14000 U./Min. und 2—4° zentrifugiert. 

10g mit Wasser gewaschene, abgepreBte Backhefe wurden mit 10 ml 
Wasser und 50 g Glasperlen (@ 0,5 mm) 30 Sek. homogenisiert (t < 5°, Zellhomo- 
genisator von B. Braun, Melsungen) und 30 Min. bei 14000 U./Min. und 2—4° 
zentrifugiert. 

5 g gewaschenes, abgepreBtes Aspergillus-niger-Feuchtmycel wurden mit 
50g Glasperlen und 25 m/ Wasser wie Hefe homogenisiert und aufgearbeitet; 
Aspergillus niger NRRL 567 war 2 Tage mittels Schiittelkultur in Malzextrakt- 
Glucose-Hefeextrakt-Substrat* geziichtet worden. 

Die optischen Teste auf Aconitat-Hydratase, Fumarat-Hydratase 
und Isocitrat-Dehydrogenase wurden nach lI. ¢.5 ausgefiihrt, die Protein- 
bestimmungen nach der von Wallenfels® modifizierten Folin-Methode. 

Hemmungsversuche: 12,5mg Lumisterin (Light), 25,0mg Dihydro- 
tachysterin, A. T. 10 (Light) und 25,0mg Vitamin D, (Hoffmann-LaRoche) 
wurden in je 1,0 mi Athanol (p. a.) gelést, mit 4,0 ml 20proz. Natriumcholatlésung 
(aus Cholsaiure, Merck, reinst) versetzt und ad 10,0 ml aufgefiillt. Diese Lésungen 
(0,1—0,4 ml) wurden den Testen zugesetzt und 15 Min. bei Raumtemperatur vor- 
inkubiert. Die Blindversuche enthielten die Lésungsvermittler allein. 

Herstellung einer waBrigen Pracalciferollésung: 30mg _ Pracalci- 
ferol-3.5-dinitro-benzoat wurden mit 5,5 ml etwa 2proz. athanol. Kalilauge iiber 
Nacht bei Raumtemperatur unter Stickstoff verseift, mit Wasser verdiinnt, mit 
Petrolather (Sdp. 40—70°) extrahiert und mit Wasser gewaschen. Der Petrolather 
wurde unterhalb 30° im Vak. verdampft, der Riickstand in 0,81 ml Athanol gelést 
und 3,24 ml 20proz. Cholatlésung sowie 4,05 ml Wasser zugegeben. Die klare Lésung 
wurde, wie beschrieben, fiir die Hemmungsversuche verwendet. 

Herstellung einer waBrigen Tachysterinlésung: 95,0 mg Tachysterin- 
3.5-dinitro-4-methyl-benzoat’ wurden mit 7,2 ml 3proz. methanol. Kalilauge unter 


4 §. M. Martin, Canad. J. Microbiology 1, 6 [1954]. 

5 G. Pfleiderer in H. M. Rauen, Biochemisches Taschenbuch, 8S. 972 u. 
zwar 8. 988 u. 991, Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 

6 K. Wallenfels, M.L. Zarnitz, G. Laule, H. Bender u. M. Keser, 
Biochem. Z. 331, 459 [1959], u. zwar S. 462. 

7 A. Windaus, F.v. Werder u. A. Liittringhaus, Liebigs Ann. Chem. 
499, 188 [1932]. 
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N, 1/. Stde. im Wasserbad verseift, verdiinnt und extrahiert, wie fiir Pracalciferol 
beschrieben. Der Petrolaither-Riickstand wurde in 2,5 ml Athanol (p. a.) gelést 
und 10,0 ml 20proz. Cholatlésung sowie 12,5 ml Wasser zugesetzt. Die etwas 
getriibte Lésung wurde, wie beschrieben, fiir Hemmungsversuche verwendet. 


Natriumsalz von Ergosterin-bernsteinsaurehalbester®: 3,8 g Ergo- 
sterin (Schuchardt) und 1,4 g Bernsteinsiureanhydrid (Riedel) wurden mit 20 ml 
Tetralin (Merck, iiber Na,SO, getrocknet) | 6 Stdn. auf 160° unter N, und Feuchtig- 
keitsausschluB erhitzt und dann in absol. Ather gelost. Unter Kiihlung wurde NH, 
cingeleitet, das Ammoniumsalz der Estersiure abgesaugt und im Vak. iiber Kiesel- 
gel getrocknet. Das rohe Salz (4,2 g) wurde aus absol. Athanol mit Kohle um- 
kristallisiert, abgesaugt, mit wenig Alkohol gewaschen, in Wasser suspendiert und 
mit 2x H,SO, angesauert. Die freie Estersiure wurde abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und im Vak. iiber CaCl, getrocknet. Schmp. 167—168°, Ausbeute: 1,46 g 
(31°,, d. Th.). Zur Bereitung des *Na-Salzes wurde die Esterséure in absol. Athano! 
gelost und tropfenweise unter Umriihren mit 2n NaOH auf pH 7,5 gebracht. Der 
fein-krist. Niederschlag wurde abgesaugt und im Yak. iiber CaCl, getrocknet. 

Bestrahlung waBriger Lésungen des Na-Salzes von Ergosterin- 
bernsteinséurehalbester: Eine gesatt. waBr. Lésung (10—20 mg/100 ml) 
wurde in einem Zylinder mit einer Labor-Hochdrucktauchlampe ,,Hanau™ mit 
iibergezogenem Rohr aus AR-Gerateglas 1/, Stde. unter Eiskiihlung bestrahlt. 
Durch staéndiges Auf- und Abbewegen der Tauchlampe wurde die Fliissigkeit 
gemischt und Ortliche Uberhitzung vermieden. 

Fiir Enzymversuche verwendete Substanzen: Natriumcitrat, her- 
gestellt durch Neutralisieren von Citronensaure - H,O (Merck, p. a.) mit 2n NaOH 
(Merck, Titrisol); — Dinatriumhydrogenphosphat. (Merck, Puffersubstanz); — 
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Puffersubstanz); — Natrium-L-malat. her- 
gestellt durch Neutralisieren von L-Apfelsiure (Fluka, rein) mit 2x NaOH; 
Trinatrium-DL-isocitrat (Sigma, allohaltig); — Tridithanolamin-hy drochiorid 
(Boehringer); — Glycylglycin (Merck); — Triphosphopyridinnucleotid (Boeh- 
ringer); — MnCl, -4H,O (Merck, p.a.). — Zur Bereitung simtlicher Lésungen 
wurde, wie bei allen iibrigen fermentchemischen Operationen, aus einer Quarz- 
apparatur dest. Wasser verwendet. 


Ergebnisse 


Reinigung der Aconitat-Hydratasen aus Herzmuskel. Hefe 
und Aspergillus niger 


Die Reinigung der genannten Enzyme erfolgte in allen Fallen nach 
dem gleichen chromatographischen Verfahren, das friiher fiir das Asper- 
gillus-niger-Ferment schon beschrieben wurde’. Es beruht auf der Eigen- 
schaft einer Saéule aus einer Mischung von Calciumcitrat und Kartoffel- 
starke (1:1), bei der Chromatographie eines waBrigen Rohextraktes die 
Aconitat-Hydratase langsamer passieren zu lassen als viele Begleit- 
proteine. Tab. 1 zeigt Beispiele fiir die Anreicherungen der Aconitat-_ 
Hydratasen aus Herzmuskel und Hefe. 


8 Dtsch. Reichs-Pat. 495450 v. 30. 6. 1927, zit. nach A. Hotzel, Vitamine 
und Vitaminpraparate, S. 42, Verlag Dr. W. Saenger, Berlin 1949. 

® E.-E. Bruchmann, Naturwissenschaften 48, 53 [1961]; Biochem. Z. 
335, 199 [1961]. 
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Tab. 1. Chromatographische Reinigung der Aconitat-Hydratasen aus Schweine- 
herzmuskel und Hefe. 
Saulenfiillung: 20g Calciumcitrat (Merck, Erg. B.6) + 20g Kartoffelstarke 
(Merck, fiir Diastasebestimmungen); Saéulendurchmesser: 3cm; Temp.: 2—4°; 
leichter N,-Druck, Laufgeschwindigkeit 0,6—0,7 ml/Min. 


Aconitat-Hydratase 


Frakt. Spezif. _An- Hydratase Dehydrogenase 
AFa Akt. reicherung “ARa “AED 
AE/mg x-fach 
Schweineherzmuskel (10 ml Rohextrakt; Elution mit Wasser) 
Rohextr. 18 15 _ 700 wegen Storung 
nicht meBbar 

14 47 3 

8 34 260 17 inaktiv inaktiv 

9 27 680 45 inaktiv inaktiv 

10 10 >250 aq inaktiv inaktiv 

Hefe [4 ml Rohextrakt; Elution mit 0,01 gesaétt. (NH,4).SO,] 

Rohextr. 75 87 — 263 15 
6 10 —_ — — — 
7 23 740 8 —_ — 
8 31 1480 17 — — 

9 31 2200 25 inaktiv inaktiv 

10 26 1630 19 inaktiv inaktiv 
11 20 1430 16 — — 


a 1 Aktivitiits-E Extinktionszunahme im optischen Test bei 240 mz von 0,001/Min. 

b 1 Aktivitits-E (willkiirlich) = Extinktionszunahme im optischen Test bei 340 my von 

0,001/Min. 

Die Aconitat-Hydratase-Fraktionen 8—10 aus Herzmuskel waren 
vollig farblos. Die Haimoproteine befanden sich in den vorangegangenen 
Fraktionen. Die gereinigten Fermentlésungen konnten 2 Tage bei —20° 
aufbewahrt werden. Sie wurden ohne weiteres fiir die Hemmungs- 
versuche verwendet. 

Hefe-Aconitat-Hydratase konnte im Gegensatz zu dem Ferment aus 
Aspergillus niger oder Muskel nicht mit Wasser eluiert werden. Hierfiir 
war vielmehr eine Ammoniumsulfatlésung vom Sattigungsgrad 0,01 er- 
forderlich. Das gereinigte Hefe-Enzym konnte in Lésungen bei —20° 
3 Tage aufbewahrt werden und wurde direkt fiir Hemmungsversuche 
verwendet, 


Wirkungen von Ergosterin-Bestrahlungsprodukten 
auf Aconitat-Hydratase 


Der EinfluB folgender Substanzen auf Aconitat-Hydratase aus 
Herzmuskel, Hefe und Aspergillus niger wurde untersucht: Lumisterin, 
Pracalciferol, Tachysterin, Dibydrotachysterin und Vitamin D,. Die 
Effektoren wurden, wie im experimentellen Teil beschrieben, mit 8° 
Cholat und 10% Athanol als Lésungsvermittler in waiBrige Lésungen 
gebracht und den optischen Testen (240 my) zugesetzt. Ergosterin konnte 
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auf diese Weise nicht gepriift werden, da sich von der Substanz nach dem 
beschriebenen Verfahren keine waBrigen Loésungen herstellen lieBen. 
Die Resultate der Hemmungsversuche gibt Tab. 2 wieder. 


Tab. 2. Wirkungen von Ergosterin-Bestrahlungsprodukten auf Aconitat-Hydratase. 
Es sind jeweils die Hemmungen in Prozent angegeben. 


E Herzmuskel Aspergillus 
inzym- gereinigtes niger 
praparat gereinigtes Roh- Hefeenzym ger. | Roh- 
Enzym extr. Enzym| extr. 
Effektorkonz. 
y/3ml | 125 | 250 | 500 | 250 | 125 | 250 | 500 | 250 | 250 
Lumisterin <10 |<10 |<10 — |{<10 24 
Pracalciferol j|<10 |<10 60 — 24 32 
Tachysterin |<=10 — |<10 ;<10 |<10 
Dihydro- 
tachysterin 50 | 100 | 100 93 10 | 100 | 100 | 100 65 
Vitamin D, <10 15 90° {[<10 |<10 80 15 85 


Die starkste Hemmwirkung auf die Aconitat-Hydratase iibt Dihydro- 
tachysterin aus. Vitamin D, und Pracalciferol sind im allgemeinen weit 
weniger wirksam, wahrend die tibrigen gepriiften Substanzen kaum oder 
gar nicht hemmen. 

Da, wie bereits erwahnt, ein Vergleich des Einflusses von Ergo- 
sterin mit dem seiner Bestrahlungsprodukte auf Aconitat-Hydratase 
deshalb nicht méglich war, weil es mit Cholat und Athanol als Lésungs- 
vermittler nicht in waBrige Losung zu bringen-war, wurde versucht. 
durch Bestrahlung eines hinreichend wasserléslichen Derivates diese 
Schwierigkeit zu umgehen. Als solches erschien das Natriumsalz des 
Ergosterin-bernsteinséurehalbesters® geeignet. Wurde eine gesattigte 
waBrige Lésung dieser Substanz unter Eiskiihlung mit dem durch AR- 
Gerateglas gefilterten Licht einer Labor-Hochdrucktauchlampe ,,.Hanau* 
1/, Stde. bestrahlt, so wurden aus dem gegen Aconitat-Hydratase unwirk- 
samen Ester Stoffe gebildet, die das Ferment aus Aspergillus niger im 
Rohextrakt um etwa 50%, in chromatographisch gereinigter Ferment- 
lésung jedoch nur um 15°, hemmten (s. Abbildung). 

Die Filterung des UV-Lichtes durch AR-Glas!° war erforderlich, 
um die stérende Bildung von Wasserstoffperoxyd, dessen Hemmwirkung 
auf Aconitat-Hydratase die der Ergosterin-Bestrahlungsprodukte tiber- 
lagert™, auf ein Minimum zu reduzieren*. Jedoch war die gebildete Per- 

* Da AR-Gerateglas nur Licht der Wellenlangen iiber 293 mu durchlaBt?, 
wurden die Bestrahlungsbedingungen hierdurch gleichzeitig den in der Natur ge- 
gebenen Moglichkeiten angenahert. Denn die nach Passieren der Erdatmosphare 
vorliegende Ultraviolettstrahlung enthalt ebenfalls kaum kurzwelligeres Licht als 
solches der Wellenlange 290 mu. 

10 H. H. Inhoffen u. H. Schaefer, Chem. Ber. 92, 1126 [1959]. 

11 Bruchmann, Naturwissenschaften 48, 79 [1961]. 

12 A. E.H. Meyer u. E.O.Seitz, Ultraviolette Strahlen, 2. Aufl., S. 80, 
Verlag W. de Gruyter, Berlin 1949. 
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oxydmenge noch groB genug, um auf das Hefe-Enzym einen deutlich 
hemmenden EinfluB auszuiiben. Die Hemmungsversuche mit dem be- 
strahlten Ergosterin-bernsteinsiurehalbester wurden daher mit dem Fer- 
ment aus Aspergillus niger NRRL 567 durchgefiihrt. Dieses ist gegen 
Wasserstoffperoxyd wesentlich weniger empfindlich, so daB eine Stérung 
durch Persauerstoff ausgeschlossen werden konnte. 


Einflu8 des Ergosterin-bernsteinsiurehalbesters (Natriumsalz) und seiner Be- 
strahlungsprodukte auf Aspergillus-niger-Aconitat-Hydratase. 


Links: Rohextrakt; rechts: chromatographisch gereinigtes Enzym. I = ohne Zu- 

satz, II — Zusatz von 1,5- 10~-4m Ergosterin-bernsteinsiurehalbester, III = Zu- 

satz von 1,5 - 10-4m mit durch AR-Gerateglas 
gefiltertem UV-Licht 30 Min. bestrahlt. 


Diskussion 


Unter den gepriiften Substanzen aus der Reihe der Ergosterin- 
Bestrahlungsprodukte und ihrer Derivate erwies sich Dihydrotachy- 
sterin als weitaus starkster Inhibitor der Herzmuskel-Aconitat-Hy- 
dratase. Da diese Substanz pharmakologisch die héchste hypercale- 
aimische Wirksamkeit von saimtlichen bekannten Ergosterin-Bestrah- 
lungsprodukten oder deren Abkémmlingen besitzt, kann es als wahr- 
scheinlich angesehen werden, da die antitetanische Wirksamkeit dieses 
Stoffes mit seiner ausgepragten Hemmwirkung auf Aconitat-Hydratase 
in urséchlichem Zusammenhang steht. Eine plausible fermentchemische 
Erklarung der hypercalcimi: :-hen Wirksamkeit ergibt sich durch die 
Annahme, daB Blockierung des Citratabbaues durch Hemmung der 
Aconitat-Hydratase eine Anhaiufung von Citronensdure zur Folge hat. 
Diese kann durch Komplexbildung unlésliches Calcium im Organismus 
mobilisieren und so den Calciumspiegel des Blutes erhdhen. 

Auch die geringere hypercalcémische Wirksamkeit von Vitamin D, 
kann durch die Resultate der beschriebenen Fermentversuche zwanglos 
gedeutet werden. Denn gereinigte Herzmuskel-Aconitat-Hydratase wird 
durch Dihydrotachysterin etwa 6—7mal stairker gehemmt als durch 
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Vitamin D,, wahrend die pharmakologische hypercalcamische Wirkung 
von Dihydrotachysterin diejenige von Vitamin D, ebenfalls tibertrifft. 

Bei den weiteren Versuchen tiber den EinfluB von Ergosterin- 
Bestrahlungsprodukten auf gereinigte Herzmuskel-Aconitat-Hydratase 
verwundert das Ausbleiben einer Hemmung bei Zusatz von Tachysterin. 
Da diese Substanz gleichfalls Giftwirkung zeigt, ware eine Hemmung 
des Enzyms zu erwarten gewesen. Zur Erklarung dieses Befundes muB 
einmal ihre groBe Empfindlichkeit gegen Oxydation in Betracht gezogen 
werden. Obwohl samtliche Operationen bei der Verseifung des Tachy- 
sterin-3.5-dinitro-4-methyl-benzoats unter mdéglichstem LuftausschluB 
(Stickstoffatmosphare) durchgefiihrt wurden, ist eine teilweise Oxy- 
dation wohl nie ganz auszuschlieBen. Ferner ist die Méglichkeit nicht 
von der Hand zu weisen, da mit den angewandten Lésungsvermittlern 
(Athanol und Cholat) in diesem Falle der zur Hervorrufung enzym- 
chemischer Effekte notwendige Dispersitatsgrad nicht erreicht wird. 
Vielleicht entfaltet jedoch auch Tachysterin seine Hemmwirkung aus- 
schlieBlich gegeniiber einem anderen Teilferment des Citronensdure- 
cyclus. 

GemaB8 der fiir Pracalciferol angenommenen Konstitution!® ist mit 
einer hypercalcémischen Wirkung dieser Substanz zu rechnen, so daB die 
beobachtete Inhibierung der Aconitat-Hydratase nicht tiberrascht. Als 
Fehlerquelle ist allerdings ein etwaiger Vitamin-D-Gehalt des verwen- 
deten Pracalciferolpraiparates, der fiir die Hemmwirkung verantwortlich 
sein kénnte, in Betracht zu ziehen. Denn Pracalciferol lagert sich bereits 
ab 30° in Vitamin D um. Gegen diesen Einwand kann jedoch der an dem 
Hefe-Enzym erhobene Befund angefiihrt werden, wonach 2- 10-4m 
Pracalciferol bereits eine merkliche Hemmung bewirkte, wahrend 
Vitamin D, in gleicher Konzentration keine Inhibierung des Fermentes 
verursachte. 

Das Ausbleiben einer Hemmung durch Lumisterin steht im Ein- 
klang mit dessen Konstitution und hypercalcimischen Wirkungslosigkeit. 


Interessant ware ferner noch eine Untersuchung des Einflusses von 
Toxisterinen*: auf Herzmuskel-Aconitat-Hydratase. Diese Substanzen, 
tiber deren Konstitution bis jetzt noch keine Klarheit erzielt werden 
konnte, zeigen pharmakologisch Giftwirkung. Ein hemmender Einflu8 
auf Aconitat-Hydratase ware daher nicht verwunderlich. Leider konnten 
diese Versuche wegen der schweren Zuganglichkeit von Toxisterinen 
noch nicht ausgefiihrt werden. 

In bezug auf die einleitend angedeuteten Méglichkeiten einer fer- 
mentchemischen Funktion der Ergosterin-Photoisomerisierung in Mi- 
kroorganismen muB gesagt werden, daB die bisher durchgefiihrten 


183 L. Velluz u. G. Amiard, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 2326 [1955] 
u. vorangehende; A. Butenandt, Angew. Chem. 72, 645 [1960]. 

14 Pp. Westerhof u. J. A. Keverling Buisman, Recueil Trav. chim. Pays- 
Bas 75, 1243 [1956]; ref. in Chem. Zbl. 1959, 11265; K. Pfordte, diese Z. 312, 
193 [1958]. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 327 3 


| 

61) 

ich 

be- 

er- 

ren 

ing 

Be- 

Ae 

las 

y- 

y- 

le- 

h- 

es 

se 

he 

lie 

er 

it. 

us 

Do 

OS 

rd 

ch 


34  Ergosterin-Bestrahlungsprodukte und Aconitat-Hydratase Bd. 327 (1961) 


Experimente einen schliissigen Beweis fiir das Vorliegen einer solchen 
noch nicht erbringen konnten. Jedoch weisen die Hemmwirkungen 
1. von Vitamin D, auf die Aconitat-Hydratase-Aktivitaét eines Roh- 
extraktes aus Aspergillus niger, 2. einer mit Wellenlangen tiber 290 mu 
bestrahlten waBrigen Loésung des Natriumsalzes von Ergosterin-bern- 
steinsiurehalbester auf die Aconitat-Hydratase-Wirkung eines Roh- 
extraktes aus dem gleichen Pilz sowie 3. von Pracalciferol und Vitamin D, 
auf gereinigtes Hefe-Enzym darauf hin, daB ein solcher EinfluB im Be- 
reich der Méglichkeiten liegt. 

Die Tatsache, dab Aspergillus-niger-Aconitat-Hydratase durch 
2-10-4m Vitamin D, im Rohextrakt wesentlich starker als in gereinigter 
Fermentlésung gehemmt wird, kénnte dafiir sprechen, daB diese Substanz 
beim Schimmelpilz eine andere Teilreaktion des Citratabbaues starker 
inhibiert als die Aconitat-Hydratase-Reaktion. 


Pracalciferol-3.5-dinitro-benzoat verdanke ich der Freundlichkeit der Herren 
W. Ponsold und K. Pfordte (Halle), Tachysterin-3.5-dinitro-4-methyl-benzoat 
dem Entgegenkommen der Firma E. Merck (Darmstadt). 


Zusammenfassung 


Durch Saulenchromatographie tiber Mischungen aus gleichen Teilen 
Calciumcitrat und Kartoffelstirke konnten die Aconitat-Hydratasen aus 
Herzmuskel, Hefe und Aspergillus niger gereinigt werden. 

Die Hemmwirkungen von Ergosterin-Bestrahlungsprodukten auf 
diese Enzyme nahmen in der Reihenfolge Dihydrotachysterin —~ Vita- 
min D, —~ Pracalciferol ab. Lumisterin und Tachysterin waren praktisch 
wirkungslos. 

Die Resultate wurden im Hinblick auf die hypercalcimischen Wir- 
kungen dieser Substanzen sowie auf die Méglichkeiten einer ferment- 
chemischen Funktion der Ergosterin-Photoisomerisierung in Mikro- 
organismen diskutiert. 


Summary 


The aconitate hydratases from heart muscle, yeast and Aspergillus 
niger were purified by column chromatography on a mixture of equal 
parts of calcium citrate and potato starch. 

Inhibition of these enzymes by ergosterol irradiation products 
decreased in the order, dihydrotachysterol > vitamin D, > precalciferol. 
Lumisterol and tachysterol showed practically no inhibition. 

The results are discussed with respect to the hypercalcaemic activity 
of these substances and the possibility of the enzyme-chemical action of 
ergosterol-photoisomerisation in microorganisms. 


Dr. E.-E. Bruchmann, Institut fiir Gérungsgewerbe, Berlin N 65, SeestraBe 13 
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en 

yen 

oh- 

me Sulfataufnahme bei Ciona intestinalis L. 

rn- 

“a und deren Beeinflussung durch Vanadin 

D, Von 

Be- Hans-Joachim Bielig, Karl Pfleger, Walter Rummel und Ernst Seifen 

h Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fir Chemie, Heidelberg, 

rc und dem Pharmakologischen Institut der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar 

ter (Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1961) 

ker In Zusammenhang mit unseren Untersuchungen tiber das Vanadin 
enthaltende System bei Tunicaten haben wir die Aufnahme von Vanadin? 

ren und von Sulfat? aus dem Seewasser durch die Ascidie Phallusia mamillata 

oat Cuvier studiert. Nachdem wir festgestellt hatten, dab auch die Blut- 
zellen von Ciona intestinalis L. Vanadin enthalten, wurden hei dieser 
Tunicate Resorption und Anreicherung des Vanadins naher untersucht®. 
Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich in Erginzung hierzu mit der Auf- 

len nahme von Sulfat durch Ciona intestinalis und den EinfluB von Vanadin 

aus auf diesen Vorgang. 

Methodik 

Praparate und MeBanordnung: Verwendet wurde tragerfreies Na,*5SO, 

“et in isotonischer NaCl-Lésung (Radiochemical Centre, Amersham/England). Die 

sch Stammlésung enthielt 70 uC/ml. — Zur Messung der /-Aktivitét des als Ba**SO, 
abgeschiedenen aktiven Sulfats diente ein Geiger-Miiller-Endfensterzahlrohr 

Jir- (Tracerlab, Type No. TGC-2/1 B84) mit der Fensterdicke 1,7 mg/cm?. Durch Zugabe 

wy von inaktivem Sulfat (als 0,2n H,SO,) stellte man eine Flachenbelegung von 15 mg 


BaSO,/cm? her, wobei der Sulfatgehalt der Organe, der nicht mehr als 3°, des zu- 
TO- gefiigten Tragersulfats ausmachte, vernachlassigt werden konnte. Im Falle des 
mit aktivem Sulfat versetzten Seewassers bzw. des punktierten Blutes wurden 
Proben von 1 ml im Schalchen (2,5 cm? Bodenflache) eingetrocknet und danach 
entsprechend gemessen. Von den erhaltenen Impulsraten wurde der Nullwert ab- 
gezogen; die Zerfallsrate ist jeweils beriicksichtigt worden. — Als Vanadin-Praparat 
verwendeten wir Natriummetavanadat NaVO, - 4H,O (Merck). 


lus 
ual Aufnahme von Sulfat-[*5S] aus Seewasser 

Als Versuchstier diente die Tunicate Ciona intestinalis L. Die 10—12 cm hohen 
cts Exemplare stammten aus dem Fischerhafen von Neapel-Mergellina. Sie hielten 


1 sich in groBen Aquarien mit flieBendem Seewasser unbeeintrichtigt mehr als 
10 Tage. 

a) Abhangigkeit von der Zeit: Man setzte 2 Gruppen zu je 8 Tieren in 
rity 21 filtriertes, durchliiftetes Seewasser von 18°, dem man zuvor 0,1 mi der *SO,- 
1 of Lésung zugegeben hatte, so daB 1500 Imp./Min. je ml Seewasser meBbar waren. 
Im Parallelversuch gab man auBerdem in beiden Gruppen noch NaVOQ, - 4H,0, 


1 H.-J. Bielig, E. Jost, K. Pfleger, W. Rummel u. E. Seifen, diese Z. 
e 13 825, 122 [1961]. 
2 H.-J. Bielig, E.Jost, K.Pfleger u. W.Rummel, diese Z. 325, 132 [1961 ]. 
3 H.-J. Bielig, K. Pfleger, W. Rummel u. E. Seifen, diese Z. 326, 249 
[1961]. 
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entsprechend 2,5 mg V/l Seewasser hinzu. Nach 6, 24, 60 und 100 Stdn. wurden 
jeweils 2 Tiere entnommen. In | ml punktiertem Blut® bestimmte man die *58- 
Aktivitaét nach dem Eintrocknen, wie oben angegeben ist. 

b) Abhangigkeit von der Konzentration an zugesetztem Vanadat 
bzw. Chromat: Gruppen zu je 3 Tieren befanden sich 6 Stdn. in 400 ml filtriertem, 
durchliiftetem Seewasser von 24°, das 1500—1600 Imp./Min. je ml an Na,°5SO, 
enthielt. In 2 Parallelreihen hatte man jeweils einer Gruppe 0,1, 0,3, 1,0, 1,6 und 
3,3 mg V/l Seewasser als NaVO,-4H,O bzw. 0,5 und 2,5 mg Cr/l Seewasser als 
K,CrO, zugefiigt. Entnahme und Messung der *5S-Aktivitaét des Blutes entsprachen 
den Angaben unter a). 

Bestimmung des Gehaltes an freiem Sulfat im Blutplasma 

Je 2 Gruppen zu 15 Tieren wurden 24 Stdn. lang in 21 filtriertem, durch- 
liiftetem Seewasser von 18° gehalten, wobei dieses bei einer Gruppe 1,6 mg V/I als 
NaVO, - 4H,0 enthielt. Danach wurde das entnommene Blut (0,5—1 ml/Tier) von 
je 7 Tieren desselben Versuches vereinigt, so da8 schlieBlich 4 Blutproben (je 2 aus 
dem Resorptionsversuch ohne und mit Anwesenheit von Vanadin) vorlagen. Man 
gewann daraus das Plasma durch Abzentrifugieren der Zellen (3 Min., 2500 U./Min.), 
siuerte es mit 1n HCl an und fallte freies Sulfat mit 1m BaCl,-Lésung bei 80° als 
BaSO,, das zach den Regeln der gewichtsanalytischen Bestimmung abgetrennt 
und ausgewogen wurde. Zum Vergleich wurde der Sulfat-Gehalt von 5 ml See- 
wasser analog bestimmt. 

Ermittlung von nichtdialysierbarem *5§ im Tierkérper 

2 Gruppen zu je 5 Tieren wurden 12 Stdn. lang in 21 filtriertem, durch- 
liiftetem Seewasser bei 24° gehalten, das Na,°5SO, (2160 Imp./Min. je ml) und bei 
einer Gruppe 3,2 mg V// als NaVO,-4H,0 enthielt. Die Tiere beider Versuchs- 
gruppen wurden danach einige Minuten in 5 / nichtmarkiertem Seewasser belassen 
und die Tunica entfernt. Das verbleibende Gewebe eines jeden Tieres homogeni- 
sierte man mittels eines Glashomogenisators unter Zusatz von 10 ml dest. Wasser 
(+12 ml Homogenat, entspr. 2,2 g Gewebe). 

2 ml des Homogenates (entspr. einem mittleren Trockengewicht von 23 mg, 
bestimmt durch Trocknung einer Parallelprobe bei 100°) wurden mit 1 ml konz. 
Salpetersiure naB verascht (Infrarotkocher). Den Veraschungsriickstand hat man 
in In HCl aufgenommen, | in/ 0,2n H,SO, zugesetzt und mit 1m BaCl, heiB gefallt: 
Gesamtschwefel. Die gemessene Impulszahl wurde auf 100mg Trockengewicht 
(entspr. 1,2 g frischem Gewebe) umgerechnet. 

5 ml des Homogenates wurden 24 Stdn. lang im Cellophanschlauch (Dexstar, 
2 cm Durchmesser; Fa. Visking Co., Chikago) gegen flieBendes Leitungswasser 
dialysiert (15°). Die dialysierte Lésung wurde eingeengt und mit 2 ml konz. Salpe- 
tersiure verascht. Die Fallung von BaSO, geschah nach Zugabe von inaktivem 
Sulfat, wie zuvor angegeben ist: nichtdialysierbarer Anteil des Gesamtschwefels. 


Ergebnisse und Diskussion 
Abhangigkeit der Sulfataufnahme von der Zeit 
Setzt man die Cionide Ciona intestinalis in Seewasser, das mit 
Sulfat-[*5S] markiert worden war, so steigt die Aktivitat im Blut der 
Tiere mit der Verweilzeit an (Abb. 1). Nach spatestens 60 Stdn. ist das 
Verteilungsgleichgewicht erreicht, d. h., die spezif. Aktivitat des Blutes 
entspricht derjenigen des Seewassers. In Gegenwart von 2,5 mg V/I als 
Vanadat, einer Konzentration, die dem 10°- bis 10‘fachen der gew6hn- 
lichen Konzentration im Seewasser* ® gleichkommt, die Tiere aber in 


4 H. Wattenberg, Z. anorg. allg. Chem. 286, 339 [1938]. 
5 M. Ishibashi, T.Shigematsu, Y. Nakagawa u. Y. Ishibashi, Bull. 
Inst. chem. Res., Kyoto Univ. [Kagaku Kenkyusho Hokoku] 24, 68 [1951]. 
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ihrer Lebensfihigkeit nicht beeintrachtigt, nimmt die Geschwindigkeit 
der Sulfataufnahme um etwa das 6fache zu: Die Halbwertszeit betragt 
mit V etwa 5 Stdn., ohne V etwa 30 Stdn. Das Gleichgewicht der Aktivi- 
tatsverteilung zwischen Blut und Seewasser wird innerhalb desselben 
Zeitraums wie ohne Zugabe von Vanadat erreicht (Abb. 1). Die Lage des 
Gleichgewichts hat sich verschoben: Aus der Aktivitaétszunahme er- 
rechnet “sich ein” Anstieg der Sulfatkonzentration im Blut von 0,6 mg 
SO,/mlJ{(ohne,Vanadat) auf 2,7 mg SO,/m/ (mit Vanadat). Das ent- 
spricht,bei einem Sulfatgehalt des Seewassers von 3 mg SO,/m/ nahezu 
einem Konzentrationsausgleich. 


1500 
| 


1200 
| 

| 

| 


/mp./ Min, je ml Blut 


300 | 


24 48 72 96 

Abb. 1. 35S-Gehalt des Blutes in Abhangigkeit von der Zeit ohne (O) und mit (@) 
Zusatz von Vanadat zum Seewasser. *5S wurde als Na,5SO, (1500 Imp./Min. je ml) 
zugesetzt, Vanadin (1,6 mg V/l) als NaVO,. Angegeben sind die gemessenen Einzel- 
werte aus 2 parallelen Versuchsreihen. 


Wie Tab. 1 zeigt, stehen diese mit radioaktivem Sulfat ermittelten 
Werte in guter Ubereinstimmung mit dem direkt bestimmten Sulfat- 
gehalt des Blutplasmas, wenn man beriicksichtigt, daB hier die Inkuba- 
tionszeit nur 24 Stdn. betrug. 

Tab. 1. EinfluB von Vanadat auf die Aufnahme von Sulfat aus dem Seewasser 
ins Plasma. 
Vanadat-Zusatz: 1,6 ug V/ml Seewasser; Inkubationszeit 24 Stdn., Temp. 18°; 


Sulfat-Gehalt des Seewassers: 3,0 mg SO,/ml. Jede analysierte Plasmaprobe ent- 
stammte dem Mischblut von 7 Tieren. 


Versuch mg SO,/ml Plasma 
Nr. Seewasser ohne Zusatz | Seewasser mit Vanadat 
1 0,57 2,19 
4 0,62 1,97 
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Der Tabelle laBt sich auBerdem entnehmen, daB die Sulfatverteilung 
zwischen Seewasser und Plasma unter normalen Bedingungen bei Ciona 
intestinalis ~ 100: 20 betriigt. Bei anderen Tunicaten hat Robertson® 
folgende Werte gefunden: Phallusia mamillata 100 : 52,5, Salpa maxima 
100 : 65—67. 


EinfluB der Vanadinkonzentration auf die Sulfataufnahme 


Das Ausma8B der Sulfataufnahme ins Blut von Ciona nimmt mit 
der Konzentration von Vanadin im Seewasser zu (Abb. 2). Bei einer 
Vanadinkonzentration von 1 mg/l Seewasser, zugesetzt als Vanadat, 
werden in 6 Stdn. 1,7 mg SO,/m/ Blut aufgenommen, d. h. mehr als das 
5fache wie bei einer Konzentration von 0,1 mg V/l. Bei einer weiteren 
Erhéhung auf 3,3 mg V// steigt die aufgenommene Sulfatmenge nur noch 
auf 2,3 mg/m/ Blut an. Sie nahert sich damit dem beim Konzentrations- 
ausgleich zu erwartenden Wert von 3 mg SO,/ml. 


1500 
1200 
e 
e 
| 
8 
= 
= 
& 
300 
e 
e 8 


mg V bew. C7/| —— 


Abb. 2. 35S-Gehalt des Blutes in Abhaingigkeit von der Vanadin- (@) bzw. der 

Chrom-Konzentration (O) des Seewassers nach 6 Stunden. Vanadin wurde als 

NaVO,:4H,0, Chrom als Na,CrO, zugesetzt. Der *5S-Gehalt (zugegeben als 
Na,°5SO,) betrug 1500—1600 Imp./Min. je ml. 


Das dem Vanadat chemisch verwandte Chromat vermag in Kon- 
zentrationen von 0,5 und 2,5 mg Cr/l Seewasser die Sulfataufnahme 
nicht zu beeinflussen (Abb. 2). 

Wie wir? bei Ciona intestinalis gefunden haben, wird Chromat im Ge- 
gensatz zu Vanadat weder vom Branchialsack noch vom Gastrointestinal- 
trakt, den beiden Resorptionsorganen, aufgenommen. Wahrscheinlich 


6 J.D. Robertson, J. exp. Biology 81, 424 [1954]. 
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ist also die Aufnahme von Vanadat eine Voraussetzung fiir die Steigerung 
des Sulfatdurchtritts. 


Dialysierbarkeit des aufgenommenen *§ 

Dialysiert man den von der Tunica befreiten, homogenisierten 
K6rper von Tieren, die 12 Stdn. lang mit Na,°°SO, in Seewasser inkubiert 
worden waren, 24 Stdn. gegen flieBendes Leitungswasser, so findet man 
die in Tab. 2 angegebene Aktivitatsverteilung. Daraus geht hervor, daB 
praktisch die gesamte aufgenommene *5S-Aktivitét die Cellophan- 
membran passiert. Dasselbe gilt auch fiir das unter dem Einflu8 von 
Vanadin resorbierte *5S. Die in den Tierkérper aufgenommene Sulfat- 
menge ist in Anwesenheit von Vanadin (3,2 mg V// Seewasser) etwa 9mal 
hoher als bei der Kontrollgruppe. 


Tab. 2. Dialysierbarkeit des vom Tierkérper aufgenommenen *S. 
35S angeboten als Na,°5SO,; Inkubationszeit 12 Stdn., Temp. 24°. Tunica vor dem 
Homogenisieren entfernt. 


Imp./Min. je 100mg Trockengewicht 
Versuch 
Nr. 359 35g 
dialysierbar nicht dielysierbar 

Seewasser ohne Zusatz . . 1 161 4 
2 193 4 

3 77 4 

4 176 4 

Seewasser mit 3,2 mg V/I . 5 1640 3 
6 1220 2 

a 530 4 

8 1610 6 

9 1640 4 


Vescia und Giuliani’? haben bei Ciona intestinalis geprift, ob 
Vanadin etwas mit der Uberfiihrung von Sulfat in organische Bindung 
zu tun hat. Sie fanden, da dialysierte Homogenate von Koérper und 
Tunica solcher Tiere, die in Seewasser mit einem Zusatz von Vanadat 
inkubiert worden waren, eine hdhere spezif. Aktivitat an *5S aufwiesen 
als die Kontrollen. Das steht im Gegensatz zu unseren, unter gleichartigen 
Bedingungen durchgefiihrten Versuchen (Tab. 2), nach denen das inner- 
halb von 12 Stdn. in den Tierkérper aufgenommene *§ vollstandig 
dialysierbar ist. Unsere Beobachtung, daB die Tiere unter der Einwirkung 
von Vanadin verstarkt Sulfat aufnehmen, vermag die Befunde der ge- 
nannten Autoren’ zu erklaren, wenn man annimmt, da entweder die 
Dialyse in ihrem Falle unvollstandig war, oder daB ein andersartiges, 
nicht bezeichnetes Schlauchmaterial den Durchtritt einer noch unbe- 
kannten *5S-enthaltenden Komponente verhindert hat. 


7 A. Vescia u. E. Giuliani, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 85, 1843 [1959]. 
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Anm. b. d. Korr.: (7.11.1961): Ein inzwischen entsprechend durchgefiihr- 
ter Versuch, bei dem zur Dialyse derselben Homogenate sowohl der Schlauch Dex- 
star der Visking Co., Chicago, als auch der Cellophanschlauch von Kalle & Co., 
Wiesbaden-Biebrich, verwendet wurde, zeigte iibereinstimmend, daB das gesamte 
aufgenommene *S in dialysierbarer Form vorlag. 


Zusammenfassung 


Ciona intestinalis L. nimmt Sulfat-[3°S] aus dem Seewasser ins 
Plasma auf. Die Halbwertszeit fiir den Austausch der im Blut ent- 
haltenen Sulfatmenge liegt bei 30 Stdn. In Gegenwart von 2,5 mg V/I 
Seewasser erfolgt der Austausch bereits mit einer Halbwertszeit von 
5 Stdn. 

Die Sulfatverteilung zwischen Seewasser und Plasma verschiebt 
sich unter der Einwirkung von Vanadat innerhalb von 60 Stdn. von 
10:2 nach 10: 9. 

Eine Erhéhung der Vanadinkonzentration von 0,1 mg auf 1 mg/l 
Seewasser steigert die Sulfataufnahme um das 5fache, eine weitere Zu- 
nahme auf 3,3 mg V// nur noch um das 1,3fache. 

Chromat beeinfluBt die Aufnahme von Sulfat nicht. 

Der in die Tiere als Sulfat aufgenommene radioaktive Schwefel 
liegt in den Versuchen mit und ohne Vanadat vollstandig in dialysier- 
barer Form vor. 


Summary 


Ciona intestinalis L. absorbs [%°S]sulfate from see-water into the 
plasma. The half time for the exchange of the amount of sulfate in the 
blood is about 30 hours. In the presence of 2.5 mg. V/I. seawater the 
exchange takes place with a half time of 5 hours. 

By addition of vanadate the ratio of sulfate distribution between 
sea-water and plasma is shifted from 10: 2 to 10: 9. 

An increase of the concentration of vanadate from 0.1 to 1.0 mg./l. 
sea-water causes a 5-fold increase in sulfate uptake; a further increase 
of the vanadate concentration up to 3.3 mg. V/l. enhances the uptake 
only 1.3 times. 

Chromate has no influence on the sulfate absorption. 

The radioactive sulfur absorbed by the animals as sulfate is present 
in a completely dialyzable form, whether the experiments were carried 
out with or without vanadate. 


Professor Dr. Hans-Joachim Bielig, Max-Planck-Institut fiir Medizinische 
Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg, JahnstraBe 29. 

Professor Dr. Walter Rummel, Pharmakologisches Institut der Universitat 
des Saarlandes, Homburg/Saar. 
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Synthese aliphatischer 2-Amino-3-hydroxysauren und 
Diastereomerentrennung mit Hilfe von Kupferchelaten 
Von 
Hermann Mix 


Aus dem Institut fiir Organische Katalyseforschung Rostock der Deutschen Akademie der Wissen- 
schaften zu Berlin, Direktor: Professor Dr. W. Langenbeck 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1961) 


Metallionen und Basen, insbesondere Kupfer(IT)-Ionen und Pyridin 
bzw. Alkali katalysieren verschiedene Reaktionen zwischen 2-Amino- 
und 2-Oxoséuren!. Im allgemeinen ist die Transaminierungsreaktion vor- 
herrschend. Diese kann jedoch zuriicktreten, sobald 2-Amino-3-hydroxy- 
siuren oder Glycin an den Umsetzungen beteiligt sind. Wahrend die 
2-Amino-3-hydroxysauren nach Art der Aldolreaktion mehr oder weniger 
vollstandig gespalten werden, tritt Glycin mit den 2-Oxosauren teilweise 
zu 3-substituierten 3-Hydroxy-asparaginséuren zusammen. In allen 
Fallen ist die Aminogruppe Ansatzpunkt fiir die nachfolgende Umwand- 
lung, da komplex gebundenes Kupfer durch sie ein hochgradig nucleo- 
philes «-Kohlenstoffatom bewirkt. Eine hieraus sich herleitende wichtige 
Synthese ist unlangst in verschiedenen Ver6ffentlichungen? beschrieben 
worden. Danach ist es méglich, nicht nur die besonders reaktionsfahigen 
2-Oxosauren, sondern nach entsprechender Basenaktivierung auch Alde- 
hyde mit einer Reihe von Aminosauren zu kondensieren. 

Kigene Versuche iiber nichtenzymatische Reaktionen zwischen 
2-Amino- und 2-Oxoséuren hatten neuerdings ebenfalls zur Aldol- 
spaltung und Aldolkondensation hingefiihrt. Da die Spaltungsreaktion 
die Einbeziehung weiterer, ausgesuchter 2-Amino-3-hydroxysauren 
wiinschenswert machte, bot sich der entsprechende Kondensations- 
vorgang zu ihrer Gewinnung an. Gleichzeitig ergab sich damit die Ge- 
legenheit, die Méglichkeiten und Grenzen dieser so einfachen wie wert- 
vollen Synthese naher kennenzulernen. 

Dariiber hinaus war es wahrend neuerer Untersuchungen zur kataly- 
sierten Aldolspaltung notwendig geworden, die Hydroxyaminoséuren 


1H. Mix, diese Z. 315, 1 [1959]; H. Mix u. F. W. Wilcke, ebenda 318, 148 
[1960]; Naturwissenschaften 47, 133 [1960]; H. Mix, diese Z. 328, 173 [1961]; 
325, 106 [1961]. 

2 M. Sato, K. Okawau.S. Akabori, Bull. chem. Soc. Japan 30, 937 [1957]; 
L. Benoiton, M. Winitz, R. F.Colman, S.M. Birnbaum u. J.P. Green- 
stein, J. Amer. chem. Soc. 81, 1726 [1959]; 8S. Akabori, T. T. Otani, R. Mar- 
shall, M. Winitz u. J. P. Greenstein, Arch. Biochem. Biophysics 83, 1 [1959]; 
T. T. Otani u. M. Winitz, ebenda 90, 254 [1960]; Y. Ikutani, T. Okuda u. 
8. Akabori, Bull. chem. Soc. Japan 33, 582 [1960]; M. L. Kornguth u. H. J. Sal- 
lach, Arch. Biochem. Biophysics 91, 39 [1960]. 


| 
961) 41 
g/l 
_| 
er- 
he 
he 
he 
en 
[1. 
se 
nt 
od — 
he 
at 


42 Hermann Mix, Bd. 327 (1961) 


mdglichst auch als reine Epimere einzusetzen. Aus diesem Grunde be- 
miihten wir uns zugleich um eine angemessene Methode zur Gewinnung 
der jeweiligen threo- und erythro-Form. 

Das genannte Verfahren wurde nun zunachst auf fiinf weitere Fille 
ausgedehnt, dabei in priparativem MaBstab erstmalig auch auf Ketone. 
Im einzelnen wurden Propionaldehyd, n-Butyraldehyd und Onanth- 
aldehyd sowie Aceton und Methyl-athyl-keton mit Kupferglycinat alka- 
lisch kondensiert und auf diese Weise 3-Hydroxy-norvalin®, 3-Hydroxy- 
norleucin’, 3-Hydroxy-valin® und 
3-Hydroxy-isoleucin gewonnen. Wie der angefiihrten Literatur zu ent- 
nehmen ist, waren die vorstehenden Hydroxyaminosauren bis auf 3-Hy- 
droxy-isoleucin* schon mehrfach synthetisiert worden, teilweise mit Ein- 
schluB der reinen Diastereomeren. Vor allem Hellmann und Piechota® 
war die ergiebige Darstellung auch der beiden erstgenannten Hydroxy- 
aminosauren durch Aldolkondensation mit Acetaminomalonsaure-mono- 
methylester gelungen; indessen fiihrte keiner der bisherigen Reaktions- 
wege gleichermafen leicht und vollkommen zum Ziel wie die hier be- 
schriebene Kondensation. 


Die Versuche wurden durchweg in der fulgenden Weise ausgefiihrt : 
Jeweils 0,2 Mol Kupferglycinat in 100 cm* 2n KOH wurden mit 0,4 Mol 
Aldehyd anfanglich unter Eiskiihlung durch Riihren oder auf der Schiittel- 
maschine einige Tage intensiv durchmischt. Gelegentlich wurde nach 
24 Stdn. noch etwas Aldehyd nachgegeben. Im Falle der Ketone er- 
ibrigte sich die Kiihlung, dafiir wurden diese jedoch in einem gréBeren 
Uberschu8 zur Anwendung gebracht. Allerdings setzte sich nur Aceton 
wie die Aldehyde leicht und ungehindert um, dagegen war Methyl- 


* Anm. b. d. Korr.: Inzwischen hat T. Kaneko (J. chem. Soc. Japan, pure 
Chem. Sect. 82, 747 [1961]; vgl. Chem. Titles Nr. 16, 98 [1961]) das 3-Hydroxy- 
isoleucin aus gewonnen. 

3 A. E. Osterberg, J. Amer. chem. Soc. 49, 538 [1927]; E. Abderhalden 
u. K. Heyns, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 530 [1934]; M. M. Botvinnik, E. Mo- 
rosova u. G. Samsonova, C. R. Acad. Sci. URSS 80, 133 [1941], vgl. Chem. Zbl. 
1941, II, 2315; N. Izumiya, J. chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. 72, 700, 784 
[1951], vgl. Chem. Abstr. 46, 11108 [1952], 47, 1599 [1953]; H. W. Buston, 
I. Churchman u. J. Bishop, J. biol. Chemistry 204, 665 [1953]; D. E. Sunko 
u. A. Kisi¢, Arhiv Kem. 27, 31 [1955], vgl. Chem. Zbl. 1957, 6415. 

4 E. Abderhalden, diese Z. 251, 164 [1938]; C. Niemann u. C. T. Rede- 
mann, J. Amer. chem. Soc. 68, 1932 [1946]; R.T. Adams u. C. Niemann, 
ebenda 73, 4260 [1951]; H. W. Buston u. J. Bishop, J. biol. Chemistry 215, 
217 [1955]; J.L. Ortin, J. Pascual u. G.Solé, An. Real Soc. espaii. Fisica 
Quim., Ser. B 54 B, 69 [1958], vgl. Chem. Abstr. 58, 12203 [1959]. 

5 H. Hellmann u. H. Piechota, diese Z. 318, 66 [1960]. 

6 W.Schrauth u. H.Geller, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 2783 [1922]; 
E. Abderhalden u. K.Heyns, |. c.8; M.A. Prokofjew u. M.M. Botvinnik, 
C. R. Acad. Sci. URSS 25, 488 [1939]; vgl. Chern. Zbl. 1940, I, 2628; K. Riifen- 
acht, Helv. chim. Acta 35, 762 [1952]; 8S. Tatsuoka, M. Murakami, T. Uenou. 
A. Morimoto, Annu. Repts. Takeda Research Lab. 9, 7 [1950], vgl. Chem. Abstr. 
46, 2498 [1952]; S. Tatsuoka, T. Ueno u. K. Hirata, J. Pharm. Soc. Japan 70, 
229 [1950], vgl. Chem. Abstr. 44, 7239 [1950]. 
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ithyl-keton iiberraschend reaktionstrige. Dieses Verhalten hangt 
zweifellos mit der geringen Léslichkeit des Methyl-athyl-ketons zu- 
sammen, beruht vielleicht aber zum Teil auch auf einem fiir die Kon- 
densation ungiinstigen Reaktionsgleichgewicht, in dem auch stereo- 
chemische Einfliisse zur Geltung kommen diirften. Diese Annahme stiitzt 
sich auf einen bei der gegenwartigen Synthese ungewohnlich groBen 
UberschuB an threo-Verbindung, auf die stetig langsamer werdende 
Umsetzung bei lingerer Reaktionsdauer und auf die Reversibilitat der 
Reaktion bei Anwesenheit geeigneter Katalysatoren. 


Wahrend die Kondensation im Falle des 3-Hydroxy-isoleucins nur 
auf schlieBlich 3—4% gesteigert werden konnte, war das Kupferglycinat 
durch die Aldehyde in 72 Stdn. praktisch vollstandig, durch Aceton zu 
etwa 80% umgesetzt. 


Trotz der geringen Konzentration gelang die Isolierung des 3-Hy- 
droxy-isoleucins ohne besondere Schwierigkeiten, da bei entspre- 
chender Versuchsfiihrung das nichtumgesetzte Glycin bis auf einen mit 
dem Syntheseprodukt vergleichbaren Rest vollkommen rein auskristalli- 
sierte. Aus dem resultierenden Gemisch wurde das 3-Hydroxy-isoleucin 
dann iiber sein Natriumsalz vom Glycin getrennt. In eine heibe Lésung 
von absolutem, der Menge des 3-Hydroxy-isoleucins aquivalentem 
Natriumalkoholat eingetragen, wurde die Hydroxy-aminosaure augen- 
blicklich gelést, wahrend das Glycin nahezu quantitativ zuriickblieb. 


Die Reindarstellung des 3-Hydroxy-valins erfolgte ebenfalls 
tiber das Natriumsalz. Da jedoch. oft auch noch kleine Glycinmengen 
mit der Hydroxyaminoséure zusammen herauskamen, mubte die Um- 
setzung gegebenenfalls wiederholt werden. Eine Trennung gelang auch 
durch selektive Bildung eines Chelats, da durch einen Unterschu8 an 
Kupfercarbonat der gréBte Teil des 3-Hydroxy-valins bevorzugt ab- 
geschieden wurde. 


Die Aufarbeitung der durch Kondensation mit den Alde- 
hyden entstandenen Verbindungen gestaltete sich héchst einfach, 
da Glycin entweder nur in verschwindender Konzentration nachge- 
blieben oder durch seine Léslichkeit bedeutend unterschieden war. Wie 
aus der Tabelle hervorgeht, wurden bis zu 81°% d. Th. an 3-Hydroxy- 
norleucin isoliert. Da auch 2-Amino-3-hydroxy-pelargonsaure schlieBlich 
in mehr als 60% der theoretisch zu erwartenden Menge gereinigt vorlag, 
konnte auf die Herstellung von weiteren Homologen® in der sicheren 
Annahme verzichtet werden, da deren Ausbeuten in der gleichen 
GréBenordnung liegen wiirden. 


Wie eingangs erwahnt, war es auch Ziel dieser Arbeit, einen giin- 
stigen Weg zur Auftrennung einiger Diastereomerengemische 
zu finden. Eine gute Méglichkeit bot sich auf Grund gewisser Verschieden- 
heiten zwischen den Kupferchelaten der erythro- und threo-Form. Diese 
sind namlich in ihrer Bildungsgeschwindigkeit und Léslichkeit haufig so 
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weit unterschieden, da sie die Abtrennung eines GroBteils der jeweiligen 
threo-Verbindung erlauben. War in den untersuchten Fallen die erythro- 
Hydroxyaminosaure erst einmal angereichert, so machte es keine be- 
sondere Miihe, diese nach Entfernung des Kupfers durch Umkristalli- 
sieren aus Wasser/Athanol ebenfalls rein zu gewinnen. 


Dieses Verfahren bewahrte sich einstweilen am 3-Hydroxy-norvalin, 
3-Hydroxy-norleucin und 3-Hydroxy-leucin und wird anschlieBend fiir 
die ersten beiden Substanzen genauer beschrieben. Es ist jedoch anzu- 
nehmen, da die Diastereomeren anderer Hydroxyaminosauren gleich- 
falls auf diese Weise getrennt werden kénnen. Die Einbeziehung des 
3-Hydroxy-isoleucins in diese Versuche muBte allerdings vorerst unter- 
bleiben, da es im Gegensatz zu den drei bezeichneten Verbindungen nur 
zu einem sehr kleinen Teil erythro-Konfiguration besaB; erst mit gr6Beren 
Substanzmengen besteht hier Aussicht auf eine erfolgreiche Zerlegung. 


Im Zusammenhang mit der Isomerentrennung waren die genauen 
Relationen von erythro- zur threo-Form von Interesse. Analysen von ver- 
schiedenen Ansitzen fiihrten innerhalb der Fehlergrenze stets zu den- 
selben Werten. Es ergab sich, daB die Diastereomeren im 3-Hydroxy- 
norvalin und 3-Hydroxy-norleucin praktisch im gleichen Verhaltnis vor- 
lagen, denn erythro- und threo-Verbindungen verhielten sich zueinander 
wie 1:1,80 bzw. 1:1,81. Dieses Ergebnis stimmt bemerkenswert nahe 
iiberein mit dem Befund am Threonin und 3-Hydroxy-leucin, iiber den 
Akabori und Mitarbeiter? berichteten. Hiermit verglichen, macht 
3-Hydroxy-isoleucin eine Ausnahme, da dessen Diastereomerenverhiltnis 
nach Schatzung noch unter 1:10 liegt. Eine zusammenfassende Ubersicht 
zu dem vorliegenden Versuchsmaterial gibt die Tabelle. 


Ubersicht iiber die aus Kupferglycinat und Aldehyden bzw. Ketonen durch al- 
kalische Kondensation synthetisierten 2-Amino-3-hydroxysauren. 


Eingesetzte Ausb. | Zers.-| Ry-Werte 
Produkt Oxoverbindung |(°% 4. Th.)|  P. d 
3-Hydroxy-norvalin® . . . .| Propionaldehyd| 58,0 229° | 0,35 | —. 
threo-3-Hydroxy-norvalin. . . | Propionaldehyd _ 218° | 0,35 | 0,38 
erythro-3-Hydroxy-norvalin. . | Propionaldehyd — 246° | 0,35 | 0,29 
3-Hydroxy-norleucin? . . . .|n-Butyraldehyd| 81,0 238° | 0,47 | — 
threo-3-Hydroxy-norleucin . . | n-Butyraldehyd —_— 226° | 0,47 | 0,47 
erythro-3-Hydroxy-norleucin . | n-Butyraldehyd —_ 250° | 0,47 | 0,37 
2-Amino-3-hydroxy-pelargon- 
Onanthaldehyd | 61,5 224° | 0,74 | 0,66 
3-Hydroxy-valin ...... Aceton 46,0 218° | 0,32 | 0,37 
3-Hydroxy-isoleucin® . . . . | Methyl-athyl- 3,0 213° | 0,43 | 0,48 
keton 


. Prt Angaben gelten fiir cin aus gleichen Teilen der reinen Diastereomeren hergestelltes 
remisch. 

b Unbestimmtes Gemisch von erythro- und threo-Verbindung. 

© n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1. 

d 3:5:1:1 (Ikutani, Okuda u. 
Akabori?). 
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Auf Grund des insgesamt vorliegenden Versuchsmaterials kann nun- 
mehr festgestellt werden, daB saimtliche aliphatischen Aldehyde und 
Ketone — ein Minimum an Wasserléslichkeit vorausgesetzt — ohne 
grundsatzliche Schwierigkeiten mit den Kupferchelaten des Glycins zu 
2-Amino-3-hydroxysduren kondensieren. Die allgemeine Anwendbarkeit 
dieses Verfahrens wird zudem begiinstigt durch hohe Ausbeuten, die in 
diesem MaBe keiner der bisherigen Methoden eigen sind. 


Fir ihre fleiBige Mitwirkung an dieser Arbeit bin ich Fraulein Marlies Neit- 
zel, Fraulein Helga Ziilow, Fraulein Brigitte Kropp und Fraulein Hedwig 
Suhrbier zu Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


erythro- und threo-3-Hydroxy-puL-norvalin: 23g Kupferglycinat, 
11,2 g Kaliumhydroxyd in 100 cm* Wasser und 23,2 g Propionaldehyd* 
wurden unter Eiskiihlung zusammengegeben. Nach zweitagigem, anfangs vor- 
sichtigem, spater intensivem Durchmischen bei 0°, wihrenddessen noch einmal 10 g 
Propionaldehyd nachgegeben wurden, war das Glycin bis auf einen kleinen Rest 
umgesetzt. Hierauf wurde die Reaktionslésung verdiinnt, mit Eisessig angesauert 
und zur Entfernung des iiberschiissigen Aldehyds im Vak. stark eingeengt; an- 
schlieBend wurden die Kupferionen als Sulfid abgetrennt. Die Isolierung der Hy- 
droxyaminosaure erfolgte durch Adsorption an den sauren Wofatit KPS 200 und 
Eluierung mit 2—3n Ammoniak. Aus dem im Vak. bis zur Kristallisation ein- 
gedampften Eluat wurden nach Zusatz von Aceton insgesamt 15,4 g (58°, d. Th.) 
geringfiigig mit Glycin verunreinigtes 3-Hydroxy-norvalin gewonnen. Um- 
kristallisieren aus Wasser/Athanol. 


C;H,,NO, (133,2) Ber. 45,10 H8,33 N 10,52 
Gef. 44,91 H8,50 N 10,42 


Auf Grund quantitativer papierchromatographischer Analysen ergab sich, 
daB erythro- und threo-3-Hydroxy-norvalin stets im Verhaltnis von 1 zu 1,8 gebildet 
wurden. Durch die unterschiedliche Léslichkeit beider fiihrte jedes Umkristalli- 
sieren zu veranderten Mengenrelationen und damit zu standig differierenden Zer- 
setzungspunkten. Zur Bestimmung exakter Werte wurden daher zunachst die 
reinen Diastereomeren isoliert und aus diesen wurde dann ein Gemisch von genau 
gleichen Anteilen der epimeren Verbindungen hergestellt; dieses zersetzte sich 
konstant bei 229—30°**. 

threo-3-Hydroxy-DL-norvalin: 2,87g bas. Kupfercarbonat wurden 
portionsweise in die siedende Lésung von 13,3 g 3-Hydroxy-norvalin ein- 
getragen. Nach kurzem Sieden wurde filtriert und dem Filtrat ein wenig Aceton 
zugefiigt. Nach mehreren Tagen im Eisschrank waren 65—75°, des eingesetzten 
Kupfers fast ausschlieBlich durch threo-3-Hydroxy-norvalin gebunden auskristalli- 
siert. Ein absolut isomerenfreies, violett gefarbtes Chelat wurde durch nochmaliges 
Umkristallisieren ans sehr wenig Wasser erhalten. Das Kupferchelat wurde in ver- 


_diinnter Essigsiure mit H,S zersetzt und die Hydroxyaminosaure aus der ein- 


geengten Mutterlauge durch absol. Athanol zur Kristallisation gebracht. Die feinen 
Nadelchen des threo-3-Hydroxy-norvalins zersetzten sich bei 217—18°. Ausbeute 
3,2 g (24% d. Th.). 


* Die Aldehyde wurden vor dem Versuch jeweils frisch destilliert; die Ketone 
wurden nicht besonders gereinigt. 

** Die Zersetzungspunkte sind nicht korrigiert. Alle Substanzen beginnen 
bereits lange vor dem exakt erfaBbaren Zersetzungspunkt unter schwachen Zer- 
setzungserscheinungen zu sintern. 
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erythro-3-Hydroxy-pL-norvalin: Nach der vorstehend beschriebenen 
Abtrennung des Kupferchelats wurde die jetzt mit erythro-Verbindung ange- 
reicherte Losung zur Entfernung des restlichen Kupfers mit H,S behandelt. Durch 
mehrmaliges Umkristallisieren des Eindampfriickstandes aus Wasser/Athanol 
lieBen sich 2,15 g (16°, d. Th.) in derben Flittern kristallisierendes 3-Hydroxy- 
norvalin vom Zersetzungspunkt 245—46° gewinnen. 

erythro- und threo-3-Hydroxy-pu-norleucin: In 100 cm? 11,2proz. 
KOH wurden unter Kiihlung 23g Kupferglycinat eingetragen und danach 
28,8 g n-Butyraldehyd zugefiigt. Nach 12stdg. wirksamem Riihren bei 0° und 
36 Stdn. bei Raumtemperatur waren weniger als 5°% des eingegebenen Glycins 
noch nicht umgesetzt. Danach wurde mit verdiinnter Essigsiure angesiuert und 
der iiberschiissige Aldehyd im Vak. vertrieben. Aus der erneut verdiinnten Lésung 
wurde sodann Kupfer mit H,S gefallt und das Filtrat iiber Wofatit KPS 200 
gegeben. Nach sorgfiltigem Auswaschen des Ionenaustauschers wurde mit 2—3n 
Ammoniak eluiert. Aus der im Vak. stark eingeengten und mit Athanol/Aceton 
versetzten Lésung kristallisierten im Eisschrank 23,9 g (81% d. Th.) 3-Hydroxy- 
norleucin aus. Durch einmaliges Umkristallisieren aus Wasser/Athanol wurde ein 
analysenreines Produkt erhalten. Zersetzungspunkt des aus gleichen Teilen erythro- 
und threo-Verbindung hergestellten 3-Hydroxy-norleucins 238—39°. 


C,H,;NO, (147,2) Ber. C 48,96 H8,90 N9,52 
Gef. 48,78 H8,83 N9,54 


Wie im Falle des 3-Hydroxy-norvaling 
bestand auch das 3-Hydroxy-norleucin aus einem Gemisch von 1 Teil erythro- und 
1,8 Teilen threo-Verbindung. Zur Zerlegung wurden 7,35 g des Syntheseproduktes 
in 375 cm® Wasser gelést und in der Siedehitze in kleinen Anteilen mit insgesamt 
1,44 g basischem Kupfercarbonat versetzt. Nach kurzem Sieden wurde filtriert und 
das Filtrat ganz allmahlich auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Innerhalb 12 Stdn. 
kristallisierten 2,85 g nahezu reines threo-3-Hydroxy-norleucin als tiefviolettes 
Kupferchelat aus. Weitere 0,5 g der gleichen Konfiguration wurden aus der auf 
etwa 100 cm® eingeengten und angeimpften Mutterlauge nach zweitigigem Stehen- 
lassen im Eisschrank gewonnen. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurden groBe 
Schuppen vom Zersetzungspunkt 224—26° erhalten; Ausbeute 2,5 g (34% d. Th.). 

Vor der Behandlung der urspriinglichen Reaktionslésung mit H,S kristalli- 
sierte gelegentlich ein olivgriines Kupferchelat, welches ausschlieBlich threo-3- 
Hydroxy-norleucin enthielt. In einem solchen Fall konnte die threo-Verbindung 
direkt isoliert werden. Ausbeute z. B. 5,3 g (18% d. Th.). 

erythro-3-Hydroxy-pt-norleucin: Die nunmehr an_ erythro-Konfi- 
guration reichere Mutterlauge wurde von restlichem Kupfer befreit, eingeengt und 
mit Aceton zur Kristallisation gebracht. Das anfangs fast quantitativ abgeschiedene 
Produkt wurde noch zweimal aus Wasser/Athanol umkristallisiert und bestand dann 
aus reiner erythro-Verbindung vom Zersetzungspunkt 248—50°; Ausbeute 1,3 g 
(17,7% d. Th.). 3,15 g erneut fraktionierbares Diastereomerengemisch wurden zu- 
riickgewonnen. 

pL-2-Amino-3-hydroxy-pelargonsaure: 11,5 g Kupferglycinat, 
5,6 g KOH in 50cm* Wasser und 22,8 g Onanthaldehyd wurden unter Eis- 
kiihlung zusammengegeben und 12 Stdn. bei 0° und 48 Stdn. bei Zimmertemperatur 
kraftig geriihrt. Daraufhin wurde das Reaktionsgemisch mit 50proz. Athanol auf 
500 cm® verdiinnt, mit Kisessig angeséuert und bei erhéhter Temperatur mit H,S 
zersetzt. AnschlieBend wurde heiB filtriert und der Niederschlag mit heiBem Wasser 
gut ausgewaschen. Wahrend des Eindampfens im Vak. schied sich die Hydroxy- 
aminosaure vollstindig und sehr rein ab; Zersetzungspunkt nach einmaligem Um- 
kristallisieren aus Wasser 224°; Ausbeute 11,65 g (61,5% d. Th.). 


C,H,,NO, (189,3) Ber. C 57,11 H10,12 N7,40 
Gef. C 57,09 H10,24 N7,23 
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enen 3-Hydroxy-pu-valin: 23g Kupferglycinat, 11,2 g KOH in 100 cm* 
nge- Wasser und 60 cm* Aceton wurden bei Raumtemperatur durch ein Riihrwerk 
urch oder auf der Schiittelmaschine 3 Tage kraftig durchmischt. Danach wurde die mit 
anol Kisessig angeséuerte Lésung im Vak. eingedampft und nach Wiederaufnahme mit j 
oxy- Wasser durch H,S vom Kupfer befreit. Die Aminoséuren wurden dann, wie schon 


mehrfach angegeben, am Ionenaustauscher gereinigt und abgetrennt. Das in einer 
Menge von 17,15 g isolierte, krist. Produkt bestand zu 78%, aus Hydroxy-valin, 


cae zu 22% aus Glycin; demnach war die Hydroxyaminosiure in 50proz. Ausbeute 
mee entetanden. Hiervon lieBen sich mehr als 90°, wie folgt gewinnen. 

rcins Das vorstehende Gemisch wurde feingepulvert in 50 cm® absol. Athanol auf- 
und geschlammt. Nachdem 100 cm’ einer 2,3proz. Natriumalkoholatlésung zugefiigt 
sung waren, wurde die Mischung auf dem Wasserbad schnell zum Sieden gebracht. Nach 
| 200 3 Min. wurde mit Eiswasser gekiihlt und darauf unverziiglich durch eine Fritte 
—3n filtriert. Der mit wenig absol. Athanol ausgewaschene Riickstand bestand aus 
eton 3,6 g fast reinem Glycin. Die Mutterlauge wurde eingedampft und, wie vorher be- 
oxy- schrieben, durch Ionenaustausch vom Natrium befreit. Nach dem Umkristalli- 
» ein sieren aus Wasser/Athanol wurden 12,2 g reines 3-Hydroxy-valin vom Zersetzungs- 
thro- punkt 218—20° erhalten. Die Ausbeute betrug 45,8°, d.Th., bezogen auf den 

Gesamtansatz. 


Die Abtrennung eines Teils der Hydroxyaminosaure gelang auBerdem wie 
folgt: 6,8 g des Gemisches wurden in 50 cm* Wasser gelést und in der Siedehitze 
mit 1,15 g bas. Kupfercarbonat umgesetzt. Wiederholte kleine Gaben von Aceton 


vling brachten im Verlauf einiger Tage 3,2 g 3-Hydroxy-valin zum Auskristallisieren. 
und Nach Zersetzung in essigsaurer Lésung mit H,S wurde der im Vak. eingedampfte 
ktes Riickstand aus Wasser/Aceton umkristallisiert, 2,3 g reines 3-Hydroxy-valin. 
amt 

C;H,,NO, (133,2) Ber. €45,10 H8,33 N 10,52 

Gef. C 45,17 H8,39 N 10,60 

ttes 

3-Hydroxy-pt-isoleucin: 23 gKupferglycinat, 11,2 g KOH in 100 cm® 
aie Wasser/50 cm® Methanol und 50 cm* Methyl-athyl-keton wurden eine Woche 
rh.). lang bei Raumtemperatur intensiv durchmischt. Die Ausbeute lieB sich weder durch 


li Anderung der Temperatur noch durch langere Reaktionszeiten nennenswert er- 
— héhen. Auch Variierung der Konzentrationen und Lésungsmittel fiihrte bislang 
zu keiner Beschleunigung der Reaktion. 

Die Aufarbeitung der Reaktionslésung erfolgte weitgehend in der vorstehend 


aii. beschriebenen Weise. Sobald das Eluat nach dem Jonenaustausch eingedampft 
war, wurde der Riickstand in wenig heiSem Wasser gelost und mit dem 2—3fachen 


Volumen Athanol zur Kristallisation gebracht. Innerhalb weniger Minuten schieden 
wen sich 8—10 g reines Glycin ab. In der Mutterlauge befanden sich jetzt etwa 1 g 


3¢ 3-Hydroxy-isoleucin und ahnlich viel Glycin. Nach erneutem Einengen und Athanol- 
4 zusatz wurde ein kristallines Gemisch von 3-Hydroxy-isoleucin und Glycin erhalten. 
19,65 g des feingepulverten, durch Vereinigung von zehn Ansitzen erhaltenen 
Produkts wurden mit einem Mal in 200 cm? heiBen absol. Athanol, in dem 2 g 


at, Natrium gelést waren, eingegeben. Nach kurzem Kochen wurde schnell auf 0° 
Kis- abgekiihlt und sogleich filtriert. Der Riickstand wurde mit absol. Athanol gut aus- 
va . gewaschen und bestand danach aus 8,15 g reinem Glycin. Das Filtrat wurde mit 
LS Eisessig angesiuert und im Vak. zur Trockne gebracht. Die weitere Reinigung er- 

: folgte wieder nach der oben gegebenen Vorschrift. Nach der Isolierung einer ersten 
stad Fraktion von 7,25 g reinem 3-Hydroxy-isoleucin wurden aus der Mutterlauge 
“ad E weitere 1,6 g der reinen Verbindung gewonnen. Aus Wasser/absol. Athanol groBe 

~— Plattchen vom Zersetzungspunkt 213—15°; Ausb. 0,885 g pro Ansatz (3,0°% d. Th.). 


€,H,;NO, (147,2) Ber. C 48,96 H8,90 N9,52 
Gef. C 48,88 H8,94 N9,44 


Synthese aliphatischer 2-Amino-3-hydroxysaéuren Bd. 327 (1961) 


Zusammenfassung 


Kupferglycinat wurde in stark alkalischer Lésung mit Propion- 
aldehyd, n-Butyraldehyd und Onanthaldehyd sowie Aceton und Methyl- 
athyl-keton umgesetzt. Auf Grund einer Aldolreaktion bildeten sich in 
z.T. hervorragenden Ausbeuten 3-Hydroxy-norvalin, 3-Hydroxy-nor- 
leucin, 3-Hydroxy-valin und 3-Hy- 
droxy-isoleucin. 3-Hydroxy-norvalin und 3-Hydroxy-norleucin lieBen 
sich iiber ihre Kupferchelate in die Diastereomeren zerlegen, da im 
Kupferchelat die jeweilige threo-, in freier Form die erythro-Verbindung 
schwerer léslich war. 


Summary 


Copper-glycine was reacted with propionaldehyde, n-butyraldehyde, 
n-heptaldehyde, acetone and methylethylketone, in strongly alkaline 
solution. An aldol reaction gave the following compounds, sometimes in 
excellent yields: 3-hydroxynorvaline, 3-hydroxynorleucine, 2-amino-3- 
hydroxy-pelargonic acid, 3-hydroxyvaline and 3-hydroxyisoleucine. 3-Hy- 
droxynorvaline and 3-hydroxynorleucine were resolved into their diaste- 
reomers via their copper chelates; in the copper chelates, the threo com- 
pounds, and in the free form, the erythro compounds were the less soluble. 


Dr. Hermann Mix, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Institut 
fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, BuchbinderstraBe 5—6. 
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»,In einer sehr modernen und zugleich erschépfenden Einfiihrung werden im Teil I 
die Grundziige der theoretischen organischen Chemie, wie sie heute allgemein 
giiltig sind, dargestellt. Die Wiedergabe der systematischen organischen Chemie im 
Teil II erfolgt an Hand der wichtigsten Verbindungsgruppen. Einen weiten Raum 
nehmen Teil IIT (Makromolekulare organische Stoffe), Teil IV (Lésungen, Weich- 
macher, oberflachenaktive Substanzen) sowie Teil V (Biochemie) ein. Hier verdient 
vor allem die Behandlung der Terpene herausgestellt zu werden, da an dieser 
Verbindungsgruppe die mannigfaltigen Mdglichkeiten der organischen Chemie 
gezeigt werden. ... 

Erganzt wird diese Darstellung durch die Biosynthese der Terpene zusammen mit 
den Steroiden. 

Auf dieser Grundlage vermittelt das Lehrbuch von F. Nerdel (unter der Mitarbeit 
von B. Schrader) ein solides chemisches Grundwissen, verbunden mit einer speziellen 
Auswahl biochemischer Gebiete.“ Chemie fiir Labor und Betrieb 


»Dem Untertitel miéchte man einige Bescheidenheit nachsagen: Diese Einfiihrung 
dirfte nicht nur fiir Naturwissenschaftler, Mediziner und Techniker zu empfehlen 
sein, sonaern auch fiir den interessierten Studierenden manch anderer Fachrichtung 
z. B, des héheren Lehramts mit Chemie als 2. Fach.“ 

Dr. Bélsing in: Chemie-Neuerscheinungen 
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